)

Y

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

HELISON RAFAEL PEREIRA DO CARMO

A AVALIACAO DA PROTECAO MIOCARDICA UTILIZANDO SOLUCAO
CARDIOPLEGICA SANGUINEA VERSUS SOLUCAO CARDIOPLEGICA
CRISTALOIDE: ESTUDO EM MODELO EXPERIMENTAL DE CORACAO ISOLADO

CAMPINAS
2018



HELISON RAFAEL PEREIRA DO CARMO

A AVALIACAO DA PROTECAO MIOCARDICA UTILIZANDO SOLUCAO
CARDIOPLEGICA SANGUINEA VERSUS SOLUCAO CARDIOPLEGICA
CRISTALOIDE: ESTUDO EM MODELO EXPERIMENTAL DE CORACAO ISOLADO

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas, como parte dos requisitos

exigidos para a obtenc¢do do titulo de Doutor em Ciéncias.

ORIENTADOR: PROF. DR. ORLANDO PETRUCCI JUNIOR

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA TESE DEFENDIDA PELO
ALUNO HELISON RAFAEL PEREIRA DO CARMO E ORIENTADA PELO PROF. DR.
ORLANDO PETRUCCI JUNIOR.

CAMPINAS
2018



Agéncia(s) de fomento e n°(s) de processo(s): FAPESP, 2012/09130-1; CAPES,
02-P-4569/2018

Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

Carmo, Helison Rafael Pereira do, 1986-

C213a A avaliagéo da prote¢ao miocardica utilizando solugéo cardioplégica
sanguinea versus solugao cardioplégica cristaléide : estudo em modelo
experimental de coragao isolado / Helison Rafael Pereira do Carmo. —
Campinas, SP : [s.n.], 2018.

Orientador: Orlando Petrucci Junior.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Ciéncias Médicas.

1. Solugdes cardioplégicas. 2. Parada cardiaca. 3. Isquemia. 4. Reperfuséao
miocardica. |. Petrucci Junior, Orlando, 1966-. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: The evaluation of myocardial protection using blood cardioplegic
solution versus crystalloid cardioplegic solution : study in an isolated heart model
Palavras-chave em inglés:

Cardioplegic solution

Cardiac arrest

Ischemia

Myocardial reperfusion

Area de concentracao: Fisiopatologia Cirurgica

Titulagao: Doutor em Ciéncias

Banca examinadora:

Orlando Petrucci Junior [Orientador]

Otavio Rizzi Coelho Filho

Elaine Soraya Barbosa de Oliveira

Leonardo Antonio Mamede Zornoff

Joao Carlos Ferreira Leal

Data de defesa: 27-02-2018

Programa de Pds-Graduagao: Ciéncias da Cirurgia



BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE DOUTORADO

HELISON RAFAEL PEREIRA DO CARMO

ORIENTADOR: ORLANDO PETRUCCI JUNIOR

MEMBROS:

1. PROF. DR. ORLANDO PETRUCCI JUNIOR

2. PROF. DR. OTAVIO RIZZI COELHO FILHO

3. PROFA. DRA. ELAINE SORAYA BARBOSA DE OLIVEIRA

4. PROF. DR. LEONARDO ANTONIO MAMEDE ZORNOFF

5. PROF. DR. JOAO CARLOS FERREIRA LEAL

Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Cirurgia da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Universidade Estadual de Campinas.
A ata de defesa com as respectivas assinaturas dos membros da banca examinadora

encontra-se no processo de vida académica do aluno.

Data: DATA DA DEFESA 27/02/2018




DEDICATORIA

A Deus em primeiro lugar que proveu a mim sadde e capacidade para a
concretizagdo deste trabalho. A toda minha familia com carinho especial aos meus pais Marcio

& Ivone e meus irméos Marcio Jr. & Hadneison. Ao meu mentor Prof. Orlando Petrucci Junior.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Orlando Petrucci Junior, meu orientador, responsdvel por todo
ensinamento tedrico e técnico dos quais foram preponderantes na formagao do meu carater ético

e profissional.

Ao Sr. Willian Adalberto Silva bidlogo do Nicleo de Medicina e Cirurgia

Experimental pela solicitude e ensinamentos.

A Srta. Ana Cristina Moraes bidloga do Nucleo de Medicina e Cirurgia

Experimental pela dedicagdo e suporte técnico nos experimentos.

A Srta. Cristina Tanikawa aos ensinamentos de bancada e conduta em praticas

laboratoriais.

A Profa. Dra. Daniela Didgenes de Carvalho pelo respaldo técnico empregado nas

analises.

Ao Prof. Dr. Karlos Alexandre de Souza Vilarinho pelos ensinamentos sempre que

requisitado.

Aos amigos de trabalho: Anali Galluce Torina, Karla Reichert e Fany da Silva Lima

pela amizade e companheirismo.

Aos amigos Miguel Luiz Candido e Waldemiro Benedito Costa funcionarios

Niucleo de Medicina e Cirurgia Experimental.

Aos membros da equipe de Cirurgia Cardiaca do Hospital de Clinicas - UNICAMP:
Prof. Dr. Pedro Paulo Martins de Oliveira, Prof. Dr. Lindemberg da Mota Silveira Filho, Profa.

Dra. Elaine Soraya Barbosa de Oliveira Severino.



RESUMO

INTRODUCAO: O efeito deletério provocado pela isquemia e reperfusio do
miocdardio durante a parada cardiaca apresenta-se como uma das principais causas da sindrome
de baixo débito cardiaco no periodo pds-operatério. Neste sentido, a utilizacdo de solugdo
cardioplégica na inducdo da parada cardiaca eletiva tem sido o método mais utilizado e
difundido de prote¢ao do miocardio. No entanto, a padronizacdo do método ou tipo ideal de
solugdo cardioplégica ainda é controverso devido a escassez de estudos com o delineamento
claro das vantagens e desvantagens na comparacao entre as solucdes utilizadas nos servigcos de

cirurgia.

OBJETIVOS: A avaliacio da recuperagdo contratil dos coracdes com a
administracdo em dose Unica das solugdes cardioplégicas del Nido (sanguinea) versus Custodiol
(cristaldide), apds serem mantidos por longo periodo em isquemia global. E a avaliacdo de
proteinas relacionadas com a dindmica do cdlcio intracelular, a atividade de proteases

envolvidas com a morte celular programada assim como a preservacao energética miocardica.

MATERIAL E METODOS: Coracdes de ratos Wistar macho foram perfundidos de
forma isolada de acordo com a técnica de Langendorff cldssico. A administracdo das solucdes
cardioplégicas em dose tnica (30 ml/Kg) induziram os corag¢des ao periodo 3 horas de isquemia
fria, seguido pelo periodo de 90 minutos de reperfusdo. Os coragdes foram divididos em dois
grupos; (I) del Nido (n = 6) versus (II) Custodiol (n = 6). A avaliacdo da recuperagdo contratil
do ventriculo esquerdo foi realizada durante a reperfusdo pelas varidveis hemodinadmicas:
PSVE, PDVE, dP/dt mdxima, dP/dt minima, PPDFC e RC. Ao fim da reperfusdo as amostras
de tecido do ventriculo esquerdo foram coletadas para as andlises de proteinas envolvidas com
a dindmica do calcio intracelular (fosfolambam e SERCA2a) de acordo com a técnica de
immunoblot, atividade das caspases 3/7 e a concentracdo de ATP miocardico de acordo com a

técnica de bioluminescéncia.

RESULTADOS: A soluc¢ao cardioplégica sanguinea del Nido atribuiu aos coragdes
a recuperacdo da func@o contractil superior em comparagcdo com a solugdo cristaldide
Custodiol. As analises das varidveis hemodinamicas mostraram resultados superiores com a

solugdo sanguinea, conforme apresentam-se respectivamente: PSVE (90 minutos), 28 + 7% vs.



50 = 2%; PDVE (90 minutos), 32 + 6 vs. del 56 + 2%; dP/dt maxima (30 minutos), 28 + 12%
vs. 66 = 10%; dP/dt minima (30 minutos), 24 + 10% vs. 53 + 9%; PPDFC (30 minutos), 18 +
9% vs. 53 £ 11%. A concentracdo de ATP miocérdico (P <0,05) e a ativag¢do da fosfolambam
(P <0,05) também apresentaram resultados superiores nos coracdes que receberam a solucao

cardioplégica del Nido.

CONCLUSAO: A solugio cardioplégica sanguinea del Nido demonstrou maior
capacidade de prote¢do do miocardio em comparag@o com solucdo cardioplégica Custodiol de
acordo com a maior preservacdo da recuperacdo contritil do ventriculo esquerdo. A elevada
concentracdo de ATP no miocéardio e a maior ativagdo da fosfolambam sao dados que atestam
o desempenho ventricular superior com a solucio cardioplégica del Nido, demonstrando a

maior capacidade de protecdo do miocdrdio por esta solucao.

Palavras-chave: solucdo cardioplégica; parada cardiaca; isquemia; reperfusdo

miocardica.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The deleterious effect caused by myocardial ischemia and
reperfusion during cardiac arrest is one of the main causes of low cardiac output syndrome in
the postoperative period. In this sense, the use of cardioplegic solution on induction of
elective cardiac arrest has been the most widely used and widespread method of myocardial
protection. However, the standardization of the ideal method or type of cardioplegic solution
is still controversial due to the scarcity of studies with a clear delineation about the advantages

and disadvantages comparing solutions used in the surgery services.

OBJECTIVES: The contractile recovery evaluation from hearts induced to long-term
of global ischemia with the single dose of cardioplegic solutions administration by del Nido
(blood-based) versus Custodiol (crystalloid). In addition, the evaluation of intracellular
calcium dynamics proteins, the activity of proteases involved with programmed cell death as

well as myocardial energy preservation.

MATERIAL AND METHODS: Male Wistar hearts rats were submitted to isolated
perfusion according to the classic Langendorff technique. The single dose of cardioplegic
solutions (30 ml/kg), induced the hearts to the period 3-hours of cold ischemia, followed by
the 90-minute of reperfusion. The hearts were divided into two groups; (I) del Nido (n = 6)
versus (II) Custodiol (n = 6). The evaluation of left ventricular contractile recovery was
performed throughout the reperfusion according to hemodynamic variables: LVSP, LVDP,
maximum dP/dt, minimum dP/dt, RPP and CR. Subsequently, at the end of reperfusion the
left ventricular tissue samples were collected for analysis of proteins involved with
intracellular calcium dynamics (phospholamban and SERCA?2a) according to the immunoblot
technique and the activity of the caspases 3/7 and myocardial ATP concentration according to

the bioluminescence technique.

RESULTS: The del Nido blood-based cardioplegic solution provided to the hearts
higher contractile recovery comparing to the Custodiol crystalloid cardioplegic solution. The
hemodynamic variables analysis showed superior results with the blood-based solution as
presented respectively: LVSP (90 minutes), 28 + 7% vs. 50 £ 2%; LVDP (90 minutes), 32 + 6
vs. 56 + 2%; dP/dt maximum (30 minutes), 28 + 12% vs. 66 + 10%; dP/dt minimum (30



minutes), 24 £ 10% vs. 53 = 9%; RPP (30 minutes), 18 £ 9% vs. 53 + 11%. Ultimately, both
analysis with myocardial ATP concentration (P <0.05) and the activation of phospholamban
(P <0.05) presented higher levels in the hearts which received the del Nido cardioplegic

solution.

CONCLUSION: The del Nido a blood-based cardioplegic solution showed a greater
capacity of myocardium protection comparing to Custodiol a crystalloid cardioplegic solution
according to the higher preservation of the left ventricle contractile recovery. Also, the higher
myocardium ATP concentration and phospholamban activation attest the superior ventricular
recovery with del Nido cardioplegic solution showing a greater capacity of myocardium

protection by this solution.

Keywords: cardioplegic solution; cardiac arrest; ischemia; myocardial reperfusion.
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1. INTRODUCAO

1.1 Revisdo da literatura: Historia

A ciéncia e a medicina t€ém promovido progressos significativos no enfrentamento de
doengas que afetam o sistema cardiovascular. No entanto, de acordo com Organizagdao Mundial
da Sadde (OMS) “As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de morte no mundo: mais
pessoas morrem anualmente por essas enfermidades do que por qualquer outra causa” (2017),
condic¢do a qual tem despertado o interesse global para o desenvolvimento de novos meios de

conter este surto que tem acometido a sociedade nos tltimos tempos.

A pesquisa cientifica na drea médica € a principal aliada no desenvolvimento de métodos
para contornar os efeitos deletérios provocados pelas doencas cardiovasculares. Portanto, a
pesquisa aplicada nesta drea denota um carater multidisciplinar devido a complexidade da
mesma ao tratar de diversas varidveis que estdo relacionadas. Em termos préticos a pesquisa
cardiovascular pode ser dividida em cinco areas de atuacdo: fatores de risco, sintomas,
diagndstico, prevencao e tratamento. Por seguinte, o tratamento se subdivide em outros trés

campos, tais como: estilo de vida, medicamentos e cirurgia.

O tratamento viabilizado especificamente por meio de cirurgias com necessidade de
parada cardiaca eletiva, possuem ao menos dois fatores inerentes que podem repercutir em
potencial dano ao proprio coracdo, tais como: risco cirurgico (i.e., trauma provocado pelo
procedimento, formacao de coagulo, perda de sangue, infec¢des, etc.), e o processo de isquemia
e reperfusdao do miocédrdio. Estes danos t€ém sido constantemente minimizados de acordo com
o desenvolvimento da prética cirdrgica, entretanto, a isquemia e reperfusdo caracteriza-se como

um processo singular por possuir um cardter ambiguo. Posto que o processo é considerado
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essencial em procedimentos intracardiacos durante a inducdo da assistolia para a manutencdo
das artérias e cavidades cardiacas livres de sangue, caracteristicas as quais beneficiam a atuagdo
dos cirurgides. E de modo paradoxal a isquemia e reperfusdo provoca danos profundos ao

metabolismo cardiaco caracterizado pelo préprio processo.

No ambito da cirurgia cardiaca a isquemia ocorre quando o fluxo de sangue arterial
coronariano € totalmente interrompido (isquemia global) promovendo supressdo de substrato
energético e oxigénio. A etapa apds a isquemia denominada reperfusdo, ocorre quando o fluxo
sanguineo nas artérias é retomado, tornando aparente os danos envolvidos no processo. Em
suma, a isquemia e reperfusdo do miocardio provoca a lesdo responsdvel por alteracdes
deletérias que poderdo ser reversiveis, como: arritmias, edema e disfuncdo contratil ou

irreversiveis, como: necrose e apoptose (1, 2).

O inicio do estudos da protecao do miocdrdio contra a isquemia e reperfusao global
fol iniciado por Sidney Ringer (1883) quando a equipe do pesquisador britanico realizou a
perfusdo acidental de d4gua ndo filtrada em coracdo de sapo e observou-se que o ritmo cardiaco
era mantido por um certo periodo mesmo com a completa auséncia de sangue (3). Fato este
evidenciado devido a elevada concentracdo de cdlcio e magnésio dissolvidos na 4gua
disponibilizada na cidade de Londres naquele periodo. Deste modo, o pesquisador empenhou-
se em identificar substancias que poderiam influenciar na atividade contritil por meio de
estudos em coragoes isolados. Portanto, a partir destes experimentos foi identificado que tanto
o cloreto de calcio quanto cloreto de potdssio ambos distintamente dissolvidos em solucdes
salina produzem efeitos antagdnicos ao ritmo cardiaco, aumentando e reduzindo
respectivamente, a forca e o tempo de contragdo do ventriculo (4). A contribui¢do e o

pioneirismo do professor Ringer neste campo foi impulsionada por trabalhos cientificos com a
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participacao de outros grandes pesquisadores com interesses em comum em avaliar a intera¢ao

de compostos quimicos com o ritmo cardiaco (1).

Entretanto, até o inicio na década de 1950 ndo havia um método de protecao contra
a isquemia e reperfusdo do miocdrdio em cirurgias intracardiacas, a qual previa apenas a
simples oclusdo da aorta para a indugcdo da parada cardiaca, assim como a reperfusdo era
conferida pela desobstru¢do da mesma (5). Sendo assim, a promocao desta conduta ocasionava
em grande parte dos procedimentos o dano irreversivel atribuido a contratura isquémica
conhecida como “stone heart” (5, 6). No entanto, pesquisador americano Conrad Ramsey Lam
em meados da mesma década, reportou os achados do primeiro modelo de parada reversivel do
coragdo por meio de inje¢des intracardiacas com cloreto de potdssio em modelo experimental
com coracgdes caninos (7). O professor Lam também foi responsdvel por cunhar o termo
cardioplegia, o qual possui o prefixo “cardio”, para referir-se ao coracdo e o sufixo “plegia”,
para referir-se a paralisia (7). Muito embora o termo solucdo cardioplégica seja preferivel de
acordo alguns autores ja que a exegese da palavra cardioplegia corresponde ao ataque ou
agressdo, sentidos estes muito diferente ao de protecdo miocérdica o qual a descoberta se
tornaria mundialmente conhecida (8). O método de inducdo de parada cardiaca indicava ser
uma alternativa promissora de protecdo ao miocdrdio, no entanto, os episodios frequentes de
fibrilacdo ventricular refratdria evidenciados durante a reperfusdo em modelo experimental,

comprometeria a utiliza¢cdo do mesmo em humanos, segundo o professor Lam.

Neste cendrio, na Inglaterra o professor Denis Graham Melrose (1955) havia
proposto em modelo experimental com a técnica de parada cardiaca induzida, por meio de
injecOes na raiz da aorta com solu¢cdo composta de sangue aquecido e oxigenado associado a

2,5% de citrato de potassio em solugdo aquosa (9). A utilizacdo de citrato de potassio foi
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determinada pois acreditava-se tornar o coracdo menos suscetivel a episédios de fibrilacdo
refratdria comparado ao cloreto de potassio (9). Os resultados foram considerados satisfatérios
de acordo com o retorno da fun¢do contrétil logo apds o citrato de potdssio era removido das
artérias durante a reperfusio. Esta foi considerada primeira solu¢do cardioplégica utilizada na
parada cardiaca eletiva tornando-se amplamente conhecida como a “ técnica de Melrose” (9).
A relevancia dos resultados encontrados em modelo experimental motivaram Gerbone e
Melrose (1958) a publicar uma serie de casos clinicos com 34 pacientes submetidos a parada
cardiaca eletiva, no entanto, nenhum dos pacientes apresentaram um periodo de sobre vida
longa, colocando sob suspeita a eficicia da técnica (10). Segundo Geoffrey P. Dobson a
constatacdo do baixo desempenho em atribuir protecdo ao miocardio evidenciada pela elevada
incidéncia fibrilagdo refrataria, disfungdo contratil e morte celular a partir da experiéncia clinica
de outros servicos de cirurgia, conduziu a técnica de Melrose ao ostracismo durante

aproximadamente 15 anos (1).

As solucdes cardioplégicas desenvolvidas por Melrose e Lam faziam uso de uma
estratégia simples de induzir a assistolia por meio da despolarizacao das células cardiacas com
a utilizacdo do citrato de potdssio ou cloreto de potdssio, mas que geravam impacto negativo
quando o 6rgao era reperfundido (11). O pesquisador Tyers (1975) demonstrou que os efeitos
danosos provocado pela utilizag¢do da solugdo cardioplégica devia-se justamente a concentragao
elevada do elemento quimico potassio empregado nestas solucdes (12). Consequentemente este
achado possibilitou que em periodos subsequentes, pesquisadores como: Bretschneider (13),
Roe, et al. (14), Gay et al. e Ebert, et al. (15) pudessem elaborar novas propostas de solugdes
com maior espectro de protecao do miocérdio.

Predominantemente durante o desenvolvimento das novas solugdes cardioplégicas

preconizava-se o uso de veiculo aquoso constituido de eletrélitos, muito semelhante a solugdo
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ringer das quais foram denominadas soluc¢des cardioplégicas cristaldides (16-18). Contudo,
Eliot R. Rosenkranz e Gerald D. Buckberg (1978) tornaram a discussdo ampliada sobre as
possibilidades da diversidade de composicdo das solucdes cardioplégicas quando os
pesquisadores demostraram que haviam beneficios em utilizar sangue como veiculo, ofertando
maior aporte de oxigénio ao coracdo durante a isquemia, desta forma, prevenir os efeitos
adversos durante a reperfusdo (19). A partir deste periodo a eficdcia comparativa das solucdes
cardioplégicas sanguineas e cristaldides resultaram em uma das maiores controvérsias acerca

do tipo de solucdo cardioplégica atribuiria maior protecao do miocérdio.

1.2 Solucdo cardioplégica e o efeito no metabolismo miocdrdico

A principio tanto as solugdes cardioplégicas cristaldides quanto as solucdes
cardioplégicas sanguineas em sua maioria eram similarmente hipercalémicas, ou seja,
dependentes do efeito produzido pelos niveis elevados de potdssio no meio extracelular que
resulta no bloqueio do potencial de acdo entre as células cardiacas, induzindo a parada
despolarizada. A despolarizacdo das membranas das células cardiacas pode alcancgar niveis
entre = 80 mV a + 40 mV, dependente da concentracio de potassio no meio extracelular. Este
método é responsdvel por uma parada cardiaca rdpida e tecnicamente “simples” de ser
empregada (20). Nao obstante, os efeitos adversos como: arritmias, disfuncdo contratil,

vasoconstri¢do, espasmo coronariano e a sindrome de baixo débito cardiaco tem sido reportado

como consequéncia do processo de despolarizagcdo (21).

O efeito lesivo ocasionado pelo excesso de potassio interfere na capacidade
contrétil do coragdo por meio do desequilibrio i6nico que ocorre durante o periodo em que o

coragdo permanece em assistolia. A parada cardiaca isquémica promove a entrada do cdlcio no
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meio intracelular através da acdo reversa das bombas de trocas entre sodio e cdlcio
(Na*/Ca*?ATPase) presentes na membrana das células cardiacas, entretanto, sem que o
processo de contracdo do miusculo se efetive (20). Desta maneira as solu¢des hipercalémicas
induzem o influxo excessivo de célcio, ocasionando a lesdo e morte celular logo nos primeiros
instantes da reperfusao (18, 22-24). Esse processo pode ainda ocasionar o colapso da produgdo
energética do metabolismo miocérdico, uma vez que as bombas de troca idnica continuam
demandando energia durante a isquemia na tentativa de manter a homeostase celular, mesmo
com a privacdo do oxigénio e o consequente acometimento da atividade mitocondrial

responsavel pela producdo ATP.

Em razao dos efeitos nocivos relacionados ao excesso de potdssio e o impacto
provocados pela e isquemia e reperfusdo no miocdrdio, algumas solucdes cardioplégicas
tiveram seus componentes alterados para o suprimento mais eficaz das necessidades de um
musculo sensibilizado, ou  stunninig, termo de origem inglesa o qual identifica as
anormalidades contrateis persistentes mesmo apds um longo periodo desde o evento isquémico
(25, 26). Como alternativa para solucionar tais efeitos, pesquisadores visualizaram a
possibilidade de aperfeicoar a composi¢ao das solucdes cardioplégicas ao adicionar substancias
com propriedades antioxidantes, substratos para aporte energético e tampdes para evitar acidose
tecidual (16). Tal como, a utilizagdo de hipotermia associada a administracdo das solugdes

cardioplégicas conferindo o retardo na deplecdo energética inerente a hipoxia (11).

Entretanto, mesmo com o desenvolvimento das diversas tecnologias empregadas
nos estudos de eletrofisiologia cardiaca e aqueles destinados aos meios de prote¢do contra a
isquemia e reperfusdo do miocdrdio durante cirurgias cardiacas, o tipo ideal de solugdo

cardioplégica continua controverso. As diferencas entre procedimentos cirdrgicos,
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caracteristica genética do paciente, tempo de isquemia, idade, status morfolégico do miocardio
e comorbidades adquiridas estdo entre os fatores que tornam este campo de estudo ainda

desafiador (27).

1.3 Metabolismo do cdlcio intracelular

A isquemia e reperfusdo per se € um processo complexo responsdvel por um
infinddvel ndmero de vias que podem levar ao comprometimento da fun¢do cardiaca. A perda
da homeostase do metabolismo do célcio estd intimamente associada a esta disfuncgdo.
Irregularidades na dindmica de transferéncia do fon entre o reticulo sarcoplasmaético e o citosol
¢ identificado como parte importante deste processo (22). A proteina fosfolambam (ou
fosfolambano) regula o influxo de célcio para o reticulo sarcoplasmético pela modulaciao da
bomba de calcio dependente de ATP chamada SERCA com maior interagdo sob sua isoforma
2a (28, 29). A ativacao da fosfolambam de acordo com o processo de fosforilagdo, reduz sua
acdo inibitoria sob a SERCAZ2a, aumentando a afinidade da mesma ao célcio presente no citosol.
Esta fosforilagdo estd associada ao aumento da contratilidade, a qual é necessdria 2 manutengao
do ciclo cardiaco, contudo, nao a relatos deste mecanismo ao ser submetido sob a influéncia de

solugdes cardioplégicas (30).

Diversas solugdes cardioplégicas tiveram seu uso consagrados durante anos,
todavia, ensaios clinicos e estudos experimentais destas solu¢des t€ém maior foco na avaliagdo
de dados fisioldgicos, como pressao arterial sistdlica, liberacdo de troponina ou mortalidade.
Em contraste, raramente foram descritos mecanismos celulares subjacentes aos achados

fisiolégicos.
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1.4 Solucdo cardioplégica del Nido versus solucdo cardioplégica Custodiol:

caracteristicas

A solucdo cardioplégica del Nido recebeu o nome de seu idealizador Dr. Pedro del
Nido e foi inicialmente desenvolvida para ser utilizada em cirurgias de pacientes neonatos (36).
No entanto, seu uso vem sendo empregado em diversos tipos de cirirgicas cardiacas em
pacientes adultos (21, 37-41). Esta solu¢do cardioplégica possui veiculo sanguineo e pode ser
considerada hipercalémica de acdo modificada, porque faz o uso de elevada concentraciao de
potdssio para induzir a despolarizacdo, entretanto, evita o desequilibrio idnico durante a
isquemia por meio do bloqueio dos canais de sddio (42, 43). A droga lidocaina corresponde ao
agente responsdvel pelo bloqueio do influxo dos canais de sdédio presente na membrana
sarcoplasmatica, evitando de forma indireta, a sobrecarga do cédlcio no meio intracelular e
consequentemente 0s danos ao miocdrdio derivado deste processo (43, 44). A acdo
farmacoldgica da lidocaina bloqueia seletivamente e de forma reversivel os canais de sodio, em
razdo disso, tem sido frequentemente empregada contra eventos de taquicardia ventricular (45).
O uso de lidocaina também demostrou resultados relevantes na recuperagdo de coragdes
submetidos a protocolos experimentais apds a isquemia e reperfusdo miocardica (42, 43, 46,

47).

A solugcdo de Bretschneider, originalmente desenvolvida para preservacdo de
orgdos foi concebida como uma alternativa as solucdes cardioplégicas hipercalémicas
cristaldides (31, 32). Comumente conhecida como solugdo de HTK (na lingua inglesa:
Histidine/Tryptophan/Ketoglutarat) ou Custodiol®, esta solugio é considerada uma microplegia
ou solucdo cardioplégica com ac¢do intracelular, devido as quantidades reduzidas de potéssio,

sddio e célcio que resultam na parada cardiaca pela hiperpolarizacdo da membrana. De acordo



27

com Chambers D.J. a parada polarizada ou hiperpolarizada pode ser considerada mais
fisiol6gica, pois mantém o potencial de membrana préximo ao de repouso, resultando na
reducdo da demanda metabdlica do musculo cardiaco durante a isquemia (24). Ademais, este
tipo de solucdo reduz os danos advindos das hipercontraturas associadas a hipercalemia (23,
24, 33) . Esta solu¢do também possui um importante efeito no controle do pH atribuido pelo
aminodcido histidina, importante no controle do balanco dos niveis de ions de hidrogénio que
estdo associados com influxo de sédio durante a isquemia (20, 34). Portanto, a solucdo
Custodiol tem sido utilizada em muitos paises europeus como a primeira escolha em cirurgias
cardiacas convencionais e principalmente na preserva¢cdo miocardica em transplantes cardiacos

(35).

Embora a natureza das solu¢des del Nido e Custodiol seja distinta em relagdo aos
veiculos (cristaldide e sanguineo, respectivamente) ou de suas composicdes eletroliticas
(intracelular e extracelular, respectivamente), ambas estdo associadas com a administracao
segura em dose Unica e capazes de preservar o miocdrdio por um longo periodo durante a
isquemia (35, 36). Contudo, os mecanismos envolvidos neste processo ainda ndo sdo

inteiramente compreendidos.

1.5 Estudo comparativo entre solucdes cardioplégicas: proposta e andlises

O termo from bench to beside com origem na lingua inglesa, define conceitualmente
a importancia de estudos laboratoriais nos avangos de tratamentos clinicos (48). Portanto, o
presente trabalho utilizou do mesmo conceito para avaliar a prote¢do miocardica de duas

solucdes cardioplégicas com grande relevancia na pratica cirtrgica, entretanto, com foco na
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elucidacdo do mecanismo associado a dindmica do cdlcio intracelular, o qual € suscetivel a

alteracdes apds o processo de isquemia e reperfusdo do miocardio.

O presente estudo foi realizado em modelo ex vivo com sistema de perfusdo
retrogada de acordo com a técnica de Langendorff. A avaliagdo da funcdo de recuperagdo
contratil ventricular esquerda foi adquirida por meio de medida intraventricular isovolumétrica
durante todo o protocolo experimental e a resisténcia corondria (RC) foi aferida com o uso de
sensores interligados as linhas de perfusido do sistema. Para suportar os dados fisiolégico de
contratilidade, andlises com amostradas de tecido do ventriculo esquerdo verificaram a
expressao das proteinas como fosfolambam e SECA2a devido a importancia de ambas no ciclo
cardiaco. Assim como, andlises da atividade das caspases 3/7 relevantes ao processo de morte
celular programada e a concentragdo de ATP no miocdrdio associada a atividade do

metabolismo energético.
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2. OBJETIVO

A andlise comparativa da protecdo miocérdica atribuida por dois diferentes tipos

de solugdes cardioplégicas: sanguineas e cristaldide, apds 3 horas em parada cardiaca.

2.1 Objetivo Principal

A avaliagdo da recuperacdo funcional do ventriculo esquerdo de coragdes

perfundidos de forma isolada apds serem submetidos a administracdo de solucdo

cardioplégica del Nido versus solucdo cardioplégica Custodiol.

2.2 Objetivo Primdrio

Avaliagdo hemodindmica e a identificacdo da expressao de proteinas envolvidas

com a dindmica do cdlcio intracelular apds a isquemia e reperfusdo do miocérdio.

2.2 Objetivo Secunddrio

Verificar a preservacao de fosfatos energéticos e a atividade de enzimas

envolvidas com a apoptose celular.
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3. MATERIAL E METODO

O estudo foi aprovado pela CEUA - UNICAMP (protocolo n° 2806-1). Os
experimentos foram realizados de acordo com o "Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratério", publicado pelo Instituto Nacional de Saude dos EUA (NIH Publication No. 85-
23, revista em 1996) e do COBEA. O estudo recebeu suporte financeiro da FAPESP,
2012/09130-1; e o aluno responsével pela pesquisa recebeu bolsa de auxilio da CAPES

modalidade doutorado, 02-P-4569/2018.

3.1 Animais

Ratos macho da linhagem Wistar pesando 250-350g, foram fornecidos pelo

CEMIB - UNICAMP.

3.2 Técnica de perfusdao em coracdo isolado: Langendorff cldssico.

3.2.1 Sistema de Perfusdo retrégrada em coragoes isolados

O sistema de perfusao utilizado no presente estudo foi descrito em 1985 pelo

pesquisador alemdo Oscar Langendorff (49).

A perfusdo retrégrada em coragdes de ratos promove o fechamento dos folhetos
da vélvula adrtica e como consequéncia ocorre a entrada da solucao nas artérias corondrias via

os Ostios presentes na raiz da aorta. Em seguida, a solucao percorre a circulagdo corondria
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posteriormente drenada para o étrio direito através do seio corondrio (50, 51). Neste sistema, a
solucdo de perfusdo foi continuamente disponibilizada ao coragdo com a a¢do da gravidade
mantendo a pressao de perfusdo constante de 75 mmHg sem que houvesse a recirculacao da

solucdo (Radnoti LLC, Monrovia, Calif).

3.2.2 Solugdo de perfusdo

Em sua totalidade, os coragdes isolados foram perfundidos com solugdo Krebs
Henseleit buffer, a qual teve o preparo realizado pelo mesmo operador em todos experimentos
conduzidos no estudo. A respectiva solugdo mimetiza o plasma sanguineo, mas nao
compartilha das mesmas concentracgdes fisioldgicas, ou seja, neste tipo de preparacdo
denominado ex vivo a variedade e a concentracdo dos substratos presentes na solugdo sao
suficientes para atender a demanda metabdlica dos coragdes durante o periodo de perfusdo no
sistema (51). A utilizagdo deste tipo de solucao de perfusdo pode ser considerada vasta na
literatura cientifica pertinente, devido a reprodutibilidade e consisténcia nos resultados
obtidos (52). A solucdo de Krebs Henseleit buffer utilizada neste estudo possui as respectivas
concentracdes: NaCl 118,5 mmo/L; NaHCO3 25,0 mmo/L; KCI 4,7 mmo/L; MgSO4 1,2
mmo/L; glicose 11,0 mmo/L; CaClz 1,0 mmol/L, a quantidade em gramas dos compostos
quimicos fora determinada com o auxilio de uma balanca semi-analitica. Em seguida, os
compostos foram dissolvidos em dgua deionizada sob agitacdo magnética constante. O pH da
solucdo foi mantido entre 7,35 - 7,45 e o eventual ajuste destes niveis foi realizado com

adicao de HCI (0,5M) ou NaOH (0,5M).
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3.2.3 Preparacdo do sistema de perfusdo

Antes do inicio de cada experimento o sistema de perfusdo foi submetido a pré-
lavagem com 2 litros de dgua deionizada. De maneira simultanea a temperatura do sistema de
perfusio era equilibrada com o auxilio de um termocirculador (170051G Thermo Pump®,
Radnoti) acoplado a uma das vias de tubos com linhas de distribuicao que revestem todos os
circuitos e reservatdrios (Figura 1). A temperatura dos coragdes foi mantida em 37°C em
todos os experimentos. O reservatério do sistema destinado a manter a soluciao de Krebs
Henseleit buffer era constantemente gaseificada com mistura carbogénica (5% de CO2 e 95%
de O») para garantir o aporte de oxigénio ao coracao, assim como o controle do pH da solugao

(Figura 1).
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Figura 1: Sistema de aquecimento composto de (I) termocirculador e (II) reservatério de manutengio

para solucgdo de perfusdo.

Os transdutores de pressao foram calibrados antes da realizacao de todos os
experimentos para garantir a acurdcia e precisdo dos dados obtidos. Com o auxilio de uma
coluna de merctrio o alcance da pressdao era mantido em dois valores, sendo um minimo e
outro maximo, pois desta forma a aquisic@o do sinal captados originalmente em milivolts
poderiam ser convertidos em milimetros de mercurio pelo sistema de aquisicdo eletronica
(Power Lab®) (Figura 2). A calibragio foi realizada sempre nos dois transdutores presentes no

sistema: o primeiro, conectado ao baldo de latex utilizados para medi¢do da pressao
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intraventricular; e o segundo, acoplado préximo a canula adrtica para determinar a pressao de

perfusdo da solugdo disponibilizada ao coragao.

Figura 2: Sistema de perfusdo: transdutores de pressao (I) intraventricular e (II) perfusio.
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3.2.4 Aquisicdo das varidveis hemodindmicas

Os registros das varidveis de recuperagdo contratil do ventriculo esquerdo foram
obtidos durante todo o experimento e analisados com o software especializado (LabChart Pro
7%, ADInstruments). O médulo de registro de pressdo o software proveu ininterrupta das
varidveis, pressiao desenvolvida do ventriculo esquerdo (PSVE), pressao sistdlica do
ventriculo esquerdo (PSDVE), derivada positiva maxima do ventriculo esquerdo (dP/dt
maxima), derivada positiva minima do ventriculo esquerdo (dP/dt minima), produto da
pressao desenvolvida do ventriculo esquerdo pela frequéncia cardiaca (PPDFC). A resisténcia
corondria (RC) pode ser verificada com a utilizacdo de medidores de fluxo (Transonic®)
acoplados as linhas do circuito. Os dados obtidos foram reportados em porcentagem de
recuperagdo apds o periodo 3 horas de isquemia e avaliados a cada 30 minutos durante o

periodo de reperfusao.

3.3 Protocolo cirirgico de extragdo do coragao

Todos animais neste estudo receberam anestésico tiopental sodico (80 mg/Kg) e
heparina sédica (2.500 UI/Kg) por via intraperitoneal. Em seguida, estimulos na calda e patas
eram realizados para atestar da indugdo da anestésica. A toracotomia bilateral foi realizada
expondo o coracdo para a cardiectomia de forma rdpida (< 3 minutos) de modo em que a aorta
ascende permanecesse integra. A fixacdo da aorta a canula de perfusdo do sistema era
realizada com fio de sutura de algodao 4 - 0. Na etapa ap0s a fixacdo da aorta a bomba
peristiltica (Masterflex®) de rolete era acionada para dar inicio a perfusdo dos coracdes sob
pressdo constante durante todo o experimento. Apds o coracao iniciar a contratilidade por

meio da perfusdo retrégrada, uma pequena incisdo era realizada no atrio esquerdo para
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insercdo do cateter com baldo de latex através da valvula mitral e alocado no ventriculo
esquerdo (Figura 3). De forma similar, uma segunda incisdo era realizada na artéria pulmonar
para alocar uma sonda de temperatura no ventriculo direito. A preparacdo foi excluida se
algum dos seguintes critérios ndo fosse cumprido antes do inicio do protocolo: tempo desde a
explantagcdo do coragdo até o inicio da perfusdo < 90 segundos, PSVE < 70 mmHg e

frequéncia cardiaca < 200 ou > 400 batimentos por minuto (51).

Figura 3: Coracéo fixado ao sistema de perfusdo; (I) canula adrtica e (II) cateter de pressdo

intraventricular.
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3.4 Desenho do estudo

Os coracdes foram inicialmente perfundidos por 10 minutos durante periodo de
estabilizacdo e a aquisicdo das medidas inicias. Em seguida, foi induzida a parada cardiaca
com administracdo em dose tnica das solucdes cardioplégicas (30 ml/Kg) e os coracdes foram
mantidos em isquemia global fria 4°C por 3 horas em soluc¢do salina e recipiente com gelo. A
reperfusdo foi realizada pelo reestabelecimento do fornecimento da soluc¢do de perfusiao ao
coragdo. A recuperacao contrictil dos coracdes retornou de maneira espontanea durante os 90
minutos de reperfusao (Figura 4). O periodo de inducdo da parada cardiaca por meio da
infusdo das solucdes cardioplégicas em estudo, assim como o periodo de retomada da

contratilidade apds o periodo de 3 horas de isquemia foram mensurados.

. Isquemia global 5
Inicial . Reperfusao
(10 min.) (180 min.) (90 min.)

\ \ \

Cardioplegia

Tempo

Figura 4: Desenho do experimento de acordo com o protocolo de perfusdo e os instantes de isquemia

e reperfusao.
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3.5 Composigdo e preparo das solucoes Cardioplégicas

A solugdo cardioplégica sanguinea del Nido foi preparada com sangue autélogo
coletado diretamente da cavidade tordcica apds a extra¢do do corac¢do. O sangue previamente
com heparina sédica foi misturado com demais componentes dissolvidos em uma solucao
com veiculo aquoso (Plasma-Lyte®, Baxter) na proporcio de 1:4 (sangue:solucio) (43).
Ambas solucdes cardioplégicas foram administradas ao cora¢do com auxilio de bomba de

infusdo de seringa com fluxo continuo 5 ml/min com pressao adrtica < 50 mmHg.

A solucdo Custodiol foi obtida por meio da Contatti Medical distribuidora no

Brasil (Tabela 1).



Tabela 1 — Composicao das solucoes cardioplégicas Custodiol e del Nido

Composi¢ao (mmol/L) del Nido Custodiol
Veiculo Plasma-Lyte A® Agua estéril
Sangue: sol. cardioplégica 1:4 ---
Cloreto de calcio 0,24 0,02
Histidina --- 180
Histidina-HCl --- 18
Lidocaina 0,36 -
Cloreto de magnésio 1,13 4
Sulfato de magnésio 6,18 -
Manitol 13,72 30
Cloreto de potassio 24,3 9
Hidrogenado de hidrogénio de

potdssio 2-cetoglutarato N 1
Acetato de sédio tri-hidratado 20,34 -—-
Bicarbonato de sédio 13,79 -—-
Cloreto de sédio 91,66 15
Gluconato de sédio 17,33 -—-

Triptofano - 2
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3.6 Extracdo de proteinas totais

As amostras do ventriculo esquerdo foram resfriadas em nitrogénio liquido logo
apos o experimento e armazenadas em freezer a — 80°C. O preparo de amostras para extracao
foi realizado com a adi¢do de tampao inibidor de protease RIPA com as concentracdes: NP40
1% p/p; desoxicolato de sédio 1% p/p; dodecil sulfato de sédio 0,1% p/v; NaCl 150 mmol/L;
HEPES (pH 7,0) 50 mmol/L; EDTA (pH 8,0) 2 mmol/L; NaF 100 mmol/L; glicerol 10% v/v;
MgCl2 1,5 mmol/L; PMSF 100 mmol/L; ortovanadato de sédio 200 mmol/L; aprotinina 1
pg/ml; diluido em dgua deionizada. As amostras de coragdes foram homogeneizadas com
auxilio de misturador e dispersador mecanico. Em seguida, o homogenato foi centrifugado a
11.000 RPM com temperatura de 4°C durante 40 minutos. Por fim, era realizado a coleta do

sobrenadante com o extrato de proteico de tecido total (53).

3.7 Quantificagdo de proteina total

O extrato proteico das amostras de ventriculo esquerdo foi quantificado pelo
ensaio de dcido bicinconinico ou método de BCA (Pierce, Ficsher Thermo Scientific®, Inc.,
Rochkford, IL, EUA). O BCA ao reagir com a solu¢do proteica com caracteristica alcalina
promove a reacdo de reducio do fon cobre CU** para CU'*. No instante em que a reagio é
submetida a temperaturas elevadas o cobre reduzido ligado ao BCA produz a coloracgio
proporcional a concentracao de proteina do meio. A coloragdo pode ser quantificada em
valores numéricos por um espectrofotdmetro. O ensaio foi realizado em placa para cultura de

células com 96 pogos e as amostras foram mensuradas em duplicatas.
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3.8 Immunoblot pela técnica de Western blot

O extrato total de proteina com 50 pg por amostra de ventriculo esquerdo foi
aplicado em gel de poliacrilamida 12 % (SDS-PAGE). A separagdo das proteinas de interesse
foi realizada pela eletroforese efetuada em cuba de mini gel (Mini-PROTEAN II Cel® Bio
Rad) com solugdo tampao para eletroforese previamente diluida. Em seguida, as proteinas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose com o equipamento de
eletrotransferéncia (Trans-Blot® Turbo™ Transfer System Bio Rad). Finalizado o processo de
transferéncia, as membranas foram bloqueadas com leite para subsequente incubagcdo com
anticorpos primdrios fosfolambam total (Cell Signaling Technology®, 8495), fosfolambam
fosforilada serina 16 / treonina 17 (Cell Signaling Technology®, 8496) a 4°C durante 14 al6
horas em agitacdo constante. Apds o periodo de incubagdo as membranas foram lavadas com
solucdo PBS e incubadas em solucdo de quimioluminescente (Thermo Scientific Pierce ECL
Western Blotting Substrate®). Imagens foram capturadas pelo sistema multi-fun¢io (Gel
Logic Imaging System®, Rochester, NY, EUA). Todos as imagens foram quantificadas por

densitometria e normalizados pelo método colorimétrico com Ponceau S.

3.9 Quantificagdo de atividade da Caspase 3/7 e ATP miocdrdico

As amostras de ventriculo esquerdo submetidas ao congelamento rapido com
nitrogénio liquido e armazenadas em biofreezer a -80°C foram colocadas em micro tubos
estéreis com tampao de extracdo composto de Tris-HCI 25 mmol/L; NaCl 150 mmol/L; 1%
NP-40; 1% desoxicolato de s6dio; 0,1% de dodecilsulfato de sddio, e homogeneizadas com o
auxilio de um triturador mecanico. Em seguida, as amostras foram centrifugadas durante 40

minutos a 4 °C, e o extratos de proteina total foram obtidos pela coleta do material
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sobrenadante de cada amostra. As andlises foram realizadas de acordo com o protocolo do
fabricante do Kit de ensaio para determinacio do contetido de ATP (ATP Enliten, Promega®,
Madison, WI EUA) e o ensaio para capases 3/7 (caspase-Glo 3/7, Promega®, Madison, WI,
EUA), por meio do equipamento Glomax 20/20 (Promega, Madison, W1, EUA) para a

quantificagdo da bioluminescéncia.

4.0 Anadlise estatistica

Todos os dados foram expressos em porcentual de recuperacio (%) e como média
e erro padrao (SEM). Os dados obtidos pelas vardveis hemodinamica de recuperacdo ventricular
foram normalizados com valores inicias. As andlises foram realizadas por 2-way ANOVA para
medidas repetidas com o teste pds-hoc de Bonferroni para comparacGes multiplas. A
comparacdo de determinacdo do tempo de inducdo da parada cardiaca, retomada da
contratilidade pds isquemia, expressao proteica, concentracdo de ATP e atividade de Caspase
3/7 foram realizadas pelo teste ndo paramétrico t- student. A coloragdo Poceau S foi utilizado
como controle interno para normalizac@o de proteina no ensaio de western blot. A significancia
estatistica foi assumida P <0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o

software GraphPad® Prism 6.
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4. RESULTADOS

4.1 Recuperacao Contrdctil ventricular esquerda

O total de 17 animais foram utilizados neste estudo, entretanto, foram excluidos 5
coragdes de acordo com o critério de exclusdao durante o periodo de estabilizacdo antes que o

protocolo de estudo fosse iniciado.

Durante a administrac@o das solugdes cardioplégicas, o tempo de indugdo da
parada cardiaca foi semelhante comparando o tempo em segundos dos grupos del Nido versus
Custodiol (Figura SA). O inicio da reperfusdo, o periodo critico no contexto do retorno da
contratilidade espontanea ap6s um longo periodo de isquemia, demonstrou que nao houve

diferenca do tempo em minutos dos grupos experimentais avaliados (Figura 5B).
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Figura 5: (A) tempo de parada cardiaca induzida apds administra¢do de solucdo cardioplégica. (B)

tempo de restaurac¢do do ritmo cardiaco na reperfusdo. Seis animais por grupo.
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A funcdo ventricular foi registrada durante todo o protocolo experimental. A
comparagdo ente os grupos experimentais foi realizada pelas medidas realizadas no inicio da
perfusdo dos coragdes, as quais correspondem aos valores inicias, seguida das medidas

realizadas respectivamente nos periodos 30, 60 e 90 minutos de reperfusdo (Tabela 2).



Tabela 2 — Variaveis hemodinamicas
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Varaveis
Grupos Inicial 30 minutos 60 minutos 90 minutos
hemodinamicas
PDVE del Nido 72 +3 42 +4 41+2 36 +3
(mmHg) Custodiol 75+6 19+£9 24 +7 216
PSVE del Nido 79+3 50+4 48 2 44 £3
(mmHg) Custodiol 845 2549 30+7 2846
dP/dt mixima del Nido 2228 £160 1507 £251 1357 +230 1172 +223
(mmHg/s)  Custodiol 1767 +152 478197 669 + 201 597 + 181
dP/dt minima delNido  -1343+189  -585+77 -492 + 55 387 +47
(mmHg/s)  Custodiol -1166+64  -275+116  -342+102  -280+75
FC del Nido 309 + 28 249 + 35 202 + 35 188 + 37
(BPM) Custodiol 218+ 19 172 + 54 130 + 27 126 + 28
PPDFC del Nido 18574 +4134 8762 +2498 6829 +2062 5506 + 1775
(mmHg.BPM)  Custodiol 16059 + 1392 2879 +1391 3720+ 1175 3020+914
RC del Nido 5+1 12+3 175 21+6
mmHg/ml/min  Custodiol 7+1 17+3 28 +8 3249
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A PSVE ap6s 3 horas de isquemia foi superior com o grupo del Nido em

comparacao com o grupo Custodiol ao longo de todo periodo de reperfusdo (Figura 6).
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Figura 6: Porcentagem de recuperacao do ventriculo esquerdo apds 3 horas de isquemia. Pressao
sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE). Todos os valores sdo expressos como média e SEM (barras
de erro). As andlises foram realizadas por 2-way ANOV A com o teste pds-hoc de Bonferroni para

comparacdes multiplas (*P <0,05). Seis animais por grupo.
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A PDVE assim como PSVE demonstrou a recuperacio superior com o grupo del

Nido comparado ao grupo Custodiol ao longo do periodo de reperfusdo (Figura 7).
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Figura 7: Porcentagem de recuperacio do ventriculo esquerdo ap6s 3 horas de isquemia. Pressdo
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE). Todos os valores sdo expressos como média e SEM
(barras de erro). As andlises foram realizadas por 2-way ANOVA com o teste p6s-hoc de Bonferroni

para comparag¢des multiplas (*P <0,05). Seis animais por grupo.
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A porcentagem de recuperacao ventricular esquerda de acordo com as medidas de
contratilidade pela varidvel dP/dt maxima mostrou que o grupo del Nido teve recuperacio

ventricular superior comparado ao grupo Custodiol nos primeiros 30 minutos da reperfusao

(Figura 8).
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Figura 8: Porcentagem de recuperac@o do ventriculo esquerdo apds 3 horas de isquemia. Derivada
positiva maxima do ventriculo esquerdo (dP/dt méxima). Todos os valores sdo expressos como
média e SEM (barras de erro). As andlises foram realizadas por 2-way ANOV A com o teste pds-hoc

de Bonferroni para compara¢des multiplas (*P <0,05). Seis animais por grupo.
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Os resultados dP/dt minima foi semelhante a dP/dt maxima de acordo com a
porcentagem de recuperacdo em que o grupo del Nido demonstrou recuperacdo ventricular

superior comparado com o grupo Custodiol nos primeiros 30 minutos da reperfusdo (Figura

9).
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Figura 9: Porcentagem de recuperagio do ventriculo esquerdo apds 3 horas de isquemia. derivada
positiva minima do ventriculo esquerdo (dP/dt minima). Todos os valores sdo expressos como
média e SEM (barras de erro). As andlises foram realizadas por 2-way ANOVA com o teste pds-hoc

de Bonferroni para comparagdes multiplas (*P <0,05). Seis animais por grupo.
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A PPDFC apresentou maior recuperacdo com o grupo del Nido em comparacao

com o grupo Custodiol nos primeiros 30 minutos de reperfusio (Figura 10)
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Figura 10: Porcentagem de recuperagdo do ventriculo esquerdo apds 3 horas de isquemia. Produto da
pressdo desenvolvida pela frequéncia cardiaca (PPDFC). Todos os valores sdo expressos como média
e SEM (barras de erro). As andlises foram realizadas por 2-way ANOVA com o teste pds-hoc de

Bonferroni para comparagdes mdltiplas (* P <0,05). Seis animais por grupo.
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A andlise da RC entre os grupos ndo demonstrou diferenca durante o periodo

reperfusdo (Figura 11).
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Figura 11: Porcentagem de recuperacao do ventriculo esquerdo apds 3 horas de isquemia. Resisténcia
corondria (RC). Todos os valores sdo expressos como média e SEM (barras de erro). As analises
foram realizadas por 2-way ANOVA com o teste pds-hoc de Bonferroni para comparacdes multiplas

(* P <0,05). Seis animais por grupo.
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4.2 Expressao de proteinas por Inmunoblot

A expressdo da proteina transmembranar SERCA?2a foi normalizada pela
expressao de fosfolambam em suas duas fracdes: totais (ndo fosforilada) e ativas (fosforliadas
pela serina 16 e treonina 17). No entanto, a expressao da fosfolambam fosforilada foi

marcadamente expressa com no grupo del Nido comparado ao grupo Custodiol (Figura 12).

FLB Fosforilada - - ——

SERCA2a

Controle interno

301 L

Unidades relativas

Figura 12: Figura representativa dos resultados do ensaio de Immunoblot pela técnica de Western
blot. Todos os valores sdo expressos como média + SEM (barras de erro) e unidades arbitrarias. As

andlises foram realizadas por teste ndo paramétrico t-student (*P <0,05). Quatro animais por grupo.
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4.3 Concentracdo de ATP

Os coracdes do grupo del Nido apresentaram niveis elevados de concentragdo de
ATP no miocédrdio em comparacdo ao grupo Custodiol apds o periodo de 90 minutos de

reperfusdo (Figura 13).
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Figura 13: Figura representativa dos resultados do ensaio de concentracdo de ATP pela técnica de
bioluminescéncia. Todos os valores sdo expressos como média + SEM (barras de erro) e unidades
arbitrarias. As andlises foram realizadas por teste ndo paramétrico t-student (*P <0,05). Quatro

animais por grupo.
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4.4 Atividade Caspase 3/7

A atividade das caspases 3/7 apresentaram niveis semelhantes nos grupos

experimentais avaliados (Figura 14).
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Figura 14: Figura representativa dos resultados do ensaio de atividade de caspases 3/7 pela técnica de
bioluminescéncia. Todos os valores sdo expressos como média + SEM (barras de erro) e unidades

arbitrarias. As andlises foram realizadas por teste ndo paramétrico t-student (*P <0,05). Quatro

animais por grupo.
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5. DISCUSSAO

A lesdo provocada pela isquemia e reperfusdo global inerente a cirurgia com parada
cardiaca ou transplante, promove efeitos multifatoriais ao metabolismo celular miocérdico,
tendo como um de seus desdobramentos o comprometimento da fun¢do contrétil do coragdo, o
qual pode ser identificado pela sindrome de baixo débito cardiaco no periodo pds-operatorio.
Desde o ajuste da concentragdo de potdssio para niveis reduzidos a partir das solucdes
cardioplégicas idealizadas pelos professores Lam e Melrose, a utilizacdo deste método
consagrou-se como o padrdao de ouro protecdo do miocédrdio. A utilizacdo de solugdes
cardioplégicas caracteriza-se como um meio tecnicamente “simples”, além de rapido e eficaz
de conferir maior resisténcia do miocardio contra a isquemia. No entanto, apesar de notdrio os
beneficios atribuidos ao uso destas soluc¢des, hd ainda, a existéncia de varidveis como o tipo de
veiculo, composi¢do e protocolo de administragdo/temperatura que se convergem em desafios
para a padronizacido de um método ideal de protecdo miocdrdica que esteja ao alcance de todos

os servicos de cirurgia.

As solugdes cardioplégicas del Nido e Custodiol foram escolhidas devido a
relevancia clinica de ambas em procedimentos diversos associados operacdo cardiaca.
Ademais, a importante capacidade que as solucdes apresentam em proteger miocirdio com
administracio em dose unica, caracteristica que as distinguem das demais solugdes
cardioplégicas utilizadas em centros de cirurgia. Os resultados obtidos da avaliagdo de eficacia
das solugdes del Nido e Custodiol em induzir a parada cardiaca ndo divergiram em relacdo ao
tempo em segundos contabilizado a partir do inicio da perfusdo retrograda via canula adrtica
até a completa assistolia do ventriculo esquerdo. A reversibilidade do efeito das solucdes

cardioplégicas, pdde ser avaliada por meio de andlise do tempo em minutos a partir do retorno



56

da contratilidade espontanea dos coragdes reperfundidos com solu¢do Krebs Henseleit buffer,
entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos. Portanto, os dados obtidos validaram o
desempenho de ambas solucdes cardioplégicas como igualmente eficazes como método de

parada cardiaca eletiva e reversivel no modelo experimental utilizado.

As varidveis hemodinamicas adquiridas por medida isovolumétrica e
intraventricular através da inser¢cdo do baldo de latex no ventriculo esquerdo, possibilitou
avaliar o status contratil dos coragdes tratados distintamente com as solugdes cardioplégicas em
estudo, apds serem submetidos a parada cardiaca. A andlise dos resultados expressa em
porcentagem de recuperacdo, permite que as solucdes del Nido e Custodiol possam ser
comparadas quanto a capacidade em assegurar integridade funcional dos cora¢des durante todo
periodo de reperfusdo. Os resultados da avaliagdo contrictil do ventriculo esquerdo apds os
coragdes serem mantidos em parada cardiaca durante 3 horas em isquemia fria a 4°C,
demostraram que o grupo experimental que recebeu a solugdo cardioplégica del Nido obteve a
recuperagdo ventricular superior comparado ao grupo experimental que recebeu a solugdo
cardioplégica Custodiol. De acordo com as varidveis hemodinamicas PSVE e PDVE, os
coragOes tratados com a solucdo del Nido obtiveram a porcentagem recuperacao superior ao
grupo de coragdes tratados com a solucdo Custodiol durante os 90 minutos do periodo de
reperfusdo. As varidveis hemodindmicas dP/dt maxima e dP/dt minima demonstraram que a
porcentagem de recuperacdo se mostrou igualmente superior com os coragdes que receberam a
solugdo cardioplégica del Nido nos primeiros 30 minutos do periodo de reperfusdo comparado
a solucdo cardioplégica Custodiol. A varidvel hemodindmica PPDFC como um indicador de
desempenho cardiaco aplicado especificamente em modelo experimental de coragdes isolados,
apresentou porcentagem de recuperacdo superior com os coracdes que receberdo solucdo

cardioplégica del Nido nos primeiros 30 minutos do periodo de reperfusdo comparado com os
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coragdes que receberam a solucdo cardioplégica Custodiol. Portanto, de acordo com o método
proposto a solucdo cardioplégica del Nido demonstrou maior potencial de protecdo do
miocdrdio comparado a solugdo cardioplégica Custodiol. Porém, a resisténcia corondria dos
coragdes que receberam a solugdo cardioplégica del Nido ndo demostrou resultado diferente ao
comparado com os coragdes que receberam a solugdo cardioplégica Custodiol, resultado este
que evidencia que a diferenca na recuperacao contratil dos coragdes ao receberem os dois tipos
de solugdes, origina de causas que diferem as relacionadas com a eventual disfuncio dos vasos

coronarianos.

Os resultados obtidos no presente estudo da funcao contrétil foram consistentes aos
encontrados por Fannelop et al. em estudo comparativo com solucdes cardioplégicas
constituidas de veiculos igualmente distintos (54). De acordo com o modelo descrito, os
coragdes porcinos foram induzidos a parada cardiaca pela administracio com dose tnica de
solucdo cardioplégica Custodiol versus administracdo multidose de solugdo cardioplégica
sanguinea constituida por procaina durante 60 minutos de parada cardiaca. As varidveis
hemodinamicas de elastancia médxima e a relacdo de trabalho sistélico foram superiores com a
solucdo sanguinea e um menor nivel de liberagdo de troponina-T, um marcador associado a

lesdo miocardica, foram identificados apds 3 horas de reperfusao (54).

A disfunc¢do contratil que acomete o miocardio proveniente do processo provocado
pela isquemia e reperfusdo esta diretamente associado com comprometimento da dinamica do
influxo de célcio do meio citos6lico para o interior do reticulo sarcoplasmatico, ou seja, quando
a concentracdo do cdlcio permanece elevada no citosol a fase de diastélica que pressupde o
relaxamento do musculo cardiaco torna-se prejudicada. Este processo promove a

hipercontracdo das miofibrilas miocdrdicas que pode ser intensificado devido a lesdo
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mitocondrial igualmente induzidos pela isquemia e reperfusao (50). Os resultados encontrados
no presente estudo demonstraram que os coragdes que que receberam a solugdo cardioplégica
Custodiol apresentaram niveis reduzidos de concentracdo de ATP obtidos em extrato do tecido
cardiaco ap6s o periodo de 90 minutos de reperfusdo comparado com o0s coragdes que
receberam a solugdo cardioplégica del Nido. No trabalho de Yang et al. foi identificado que a
solucdo cardioplégica Custodiol em sua formulacdo original pode resultar em danos ultra
estruturais das mitocondrias o que poderia gerar o déficit de producao de ATP durante o periodo
de recupera¢do do miocéardio. O mesmo estudo identificou que a extensao deste danos pode ser
reduzida com a associacdo farmacoldgica de um ativador dos canais de potdssio, como forma
de elevar o efeito protetor da solugdo cardioplégica ao miocéardio (42). A presenca de farmacos
adicionados a solu¢des cardioplégicas como alternativa para aumentar a prote¢ao do miocardio,
tem sido viabilizada por estudos em modelos pré-clinicos, principalmente pela utilizacdo de
drogas com propriedades ativadoras ou inibitdrias dos canais idnicos presentes na membrana
celular dos cardiomidcitos. A solucdo cardioplégica del Nido faz uso desta estratégia
farmacoldgica pelo acdo da droga lidocaina a qual realiza o bloqueio seletivo e reversivel dos
canais de sddio, prevenindo demanda de energia das bombas i0nicas e a levada deplecao ATP

precursoras da formacao de edema e morte celular (43).

A apoptose, corresponde ao proeminente processo de morte celular programada e
vital ao metabolismo, a qual por meio da eliminacdo de células ineficientes promove a
manutencdo da homeostasia. Este processo € iniciado a partir de estimulos de natureza tanto
fisiologica quanto patoldgica (55). Contudo, se faz notdrio que eventos associados a isquemia
e reperfusdo do miocédrdio também sdo capazes de induzir a progressao do processo apoptatico,
evidenciados principalmente pela manifestacdo de doencas cronicas como a insuficiéncia

cardiaca congestiva (56).
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As caspases sdo proteases de cisteina, ou seja, proteases que possuem o sitio ativo
em um residuo de cisteina que promove a clivagem de residuos de aspartato presente em
diversas proteinas. Estas proteases figuram como uma das principais promotoras do processo
de morte apoptdtica, dividindo-se entre iniciadoras, caspases 2, 8, 9 e 10 e efetoras, caspases
3, 6 e 7 (57). No presente estudo, a avaliacio da atividade das caspases 3/7 fora
metodologicamente empregada a partir da premissa da importancia destas proteases em estudos
com modelo de isquemia e reperfusao (58, 59). Ao explorar o comportamento destas proteases
apos os coracdes serem submetidos a parada cardiaca induzida com as solugdes cardioplégicas
del Nido e Custodiol, objetivou-se identificar a diferenca entre os dois tipos de protecao do
miocdrdio em razdo do processo de desencadeamento de uma via diretamente associada a morte
celular. Entretanto, a andlise da atividade destas proteases demostrou niveis semelhantes em
ambas as solugdes cardioplégicas apds o periodo de 3 horas de isquemia e 90 minutos de
reperfusdo neste modelo. Os dados obtidos demonstram que o efeito deletério destas proteases
iniciados pela isquemia e reperfusdo ndo pode distinguir os dois diferentes tipos de solugdes
utilizadas, possivelmente pelo cardter agudo do modelo experimental. Todavia, os resultados
podem indicar que duas solucdes cardioplégicas com grande relevancia clinica sdo equivalentes
em relacdo atividade das caspases 3/7, levando-se em consideracdo o limite de detecgdo do

modelo e do ensaio utilizado no estudo.

O processo de contragdo do miocdrdio responsdavel pela efetivagdo do ciclo cardiaco
(sistole e diastole), € determinado pela atividade de proteinas que participam respectivamente
da dinamica do célcio entre o meio extracelular e o citosol, seguido pela dinamica entre o citosol
e o reticulo sarcoplasmético. Embora muitas destas proteinas possam sofrer profunda alteragcdo

ao serem submetidas a isquemia e reperfusdo, o particular acometimento da atividade da
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proteina transmembranar (SERCAZ2a) estd intimamente relacionado ao processo de disfungdo
contratil do coracdo. A SERCA2a localizada no meio intracelular corresponde como a principal
promotora da efetivacdo da fase diastdlica a respeito de sua e funcdo no processo de captura do
célcio do meio citosoélico para o interior do reticulo sarcoplasmético. Em condig¢des fisioldgicas
normais nos seres humanos a taxa de permutacdo do célcio € exercida > 70% da atividade desta
proteina (60). Todavia, a atividade da SERCA2a permanece sob modulagdo da proteina
fosfolambam por meio da constante interacdo entre ambas na membrana do reticulo
sarcoplasmatico. O mecanismo desta interacdo molecular tem origem a partir do estimulo [3-
adrenérgico, o qual sinaliza aos receptores acoplados a proteina G presente na membrana
plasmdtica a formacdo no interior da célula de 3'-5' adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e
de proteina quinase A (PKA) responsdvel pela fosforilacdo da fosfolambam e o consequente
aumento da afinidade da SERCA?2a aos fons de célcio (60). Ou seja, a ativacao da fosfolambam
estd diretamente associada a contratilidade pela redu¢do da concentracdo do célcio no citosol

durante a diastole repercutindo no efeito lusitropico positivo importante a funcao cardiaca (61).

Portanto, a manutencdo do manejo do célcio por meio da atividade do complexo
SERCAZ2a/fosfolambam apresenta-se como fundamentalmente importante em estudos
associados a recuperagdo contrdtil apos cirurgia cardiaca, ressuscitacao cardiaca e de métodos
que preveem a reperfusd@o do miocardio (29, 30, 62-64). Em vista disto, os estudos aplicados a
utilizacdo de solucdo cardioplégica na indugdo da parada cardiaca podem ser beneficiados com
técnicas de biologia molecular na avaliagdo da dindmica do célcio. A andlise do status de
ativacdo da fosfolambam respalda outros dados a respeito dos movimentos de contragdo do
coragdo auxiliando na interpretacdo do desempenho contratil. No presente estudo, a utilizacao
da solucgdo cardioplégica del Nido, demonstrou maior ativacio da fosfolambam comparada a

solugdo cardioplégica Custodiol correspondendo aos indices superiores das varidveis
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hemodinamicas PSVE e PDVE, durante todo periodo reperfusao avaliado. Contudo, os indices
dP/dt méxima e dP/dt minima associados a contratilidade apresentaram niveis de recuperagdo
superior apenas nos 30 minutos de reperfusdo, mesmo com os indices elevados da ativacdo da
fosfolambam pela solu¢do del Nido. No entanto, experimentos com perfusdo isolada podem
sofrer deterioracdo gradativa principalmente apds a inducao isquémica. As medidas de dP/dt
maxima e dP/dt minima adquiridas de ambos 0s grupos experimentais podem ter sofrido
influéncia do modelo experimental utilizado, promovendo incapacidade de verificacdo de

diferenca da recuperacdo funcional apds ao longo do periodo de 90 minutos de reperfusao.

O presente estudo realizou andlise comparativa das solucdes cardioplégicas del
Nido versus Custodiol com a avaliacdo da dindmica célcio intracelular por meio da expressao
da fracdo ativa da fosfolambam. Nao foram encontrados relatos na literatura sobre a
investigacdo deste mecanismo molecular em estudos relacionados a solucdes cardioplégicas,
de modo controverso a importancia de que estas proteinas representam para o ciclo cardiaco. A
recuperagcdo da fun¢do contrétil ventricular apds a isquemia e reperfusdo € dependente da
integridade das vias moleculares associadas a dindmica do célcio. A fosforilagdo da
fosfolambam € intensamente afetada nos eventos isquémicos, em face disto, sua preservagao
corresponde a um importante alvo terapéutico na recuperacao de coragdes submetidos a cirurgia
cardiaca ou em procedimentos que preveem um longo periodo de isquemia, como o transplante

de coracao.
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6. LIMITACOES DO ESTUDO

O modelo experimental de perfusdo em coragdo isolado de acordo com a técnica cldssica de
Langendorff, apresenta desafios inerente a qualquer modelo experimental que utilize solu¢des
distintas de sangue para a perfusdo de 6rgdos. No entanto, este modelo tem sido amplamente
utilizado e relatado na literatura cientifica de estudos com solucdes protetoras e modelos de

isquemia e reperfusdo.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo identificou niveis elevados de ativacdo da fosfolambam apds o periodo
prolongado de isquemia com a solu¢do cardioplégica del Nido em comparacdo com a solugdo
cardioplégica Custodiol. A fosfolambam € uma proteina com papel substancial no controle da
entrada do célcio do meio citosdlico para o interior reticulo sarcoplasmético por meio do
controle da atividade da SERCA2a. O aumento da a captacdo de cdlcio devido a fosforilacdo
da fosfolambam estd associado a recuperacdo da funcdo contratil apds isquemia, o qual foi
demonstrado no presente trabalho, sofrer influéncia de acordo com os diferentes métodos de
protecao miocdrdica provida pelas solucdes cardioplégicas em estudo. A solucdo cardioplégica
del Nido, demonstrou maior concentra¢ao de ATP presentes no extrato total do tecido e vardveis
hemodinamica demonstrando maior recuperacdo contratil dos coracdes em consonancia com
elevada atividade do complexo fosfolambam/SERCA comparado a solugdo cardioplégica
Custodiol. Os resultados demonstram que a via molecular associada a fosfolambam e SERCA2a
pode representar um importante alvo terapéutico em estudos direcionados a comparacao entre
solucdes cardioplégicas, considerando a importincia do mecanismo para a contratilidade

cardiaca.
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ANEXOS

Parecer referente a aprovag¢do do Comité de Etica no uso de animais.
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Certificamos que o projeto "Acdo de agentes quimicos na isquemia e
reperfusdo miocardica" (protocolo n° 2428-1), sob a responsabilidade de Prof.

Dr. Orlando Petrucci Jr., estda de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagdo vigente, LEI N° 11.794, DE
8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009. g

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
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2011.
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