Rev. Bras. Cir. Cardiovasc.
7(1):9-13, 1992.

Analise comparativa da reserva de
glicogénio do miocardio isquémico de
coelhos submetidos a cardioplegia
~hipotérmica ou normotérmica

Clovis CARBONE Jr.*, José E. S. ROSELINO**, Joao J. CARNEIRO*, Albert A. SADER*

RBCCV 44205-156

CARBONE Jr., C.; ROSELINO, J.E.S.; CARNEIRO, J.J.; SADER, A.A. - Analise comparativa da reserva de
glicogénio do miocardio isquémico de coelhos submetidos a cardioplegia hipotérmica ou normotérmica.

Rev. Bras. Cir. Cardiovasc., 7(1):9-13, 1992.

RESUMO: Neste trabalho, a comparagéo da reserva de glicogénio é utilizada para entender as
modificagées na sensibilidade mitocondrial ao ion célcio. Basicamente porque alteragées mitocondriais que
envolvam perda da atividade de fosforilagéo oxidativa provocam rapida utilizagao dos estoques de glicogénio.
Nossos resultados sugerem que as alteragées mitocondriais fazem parte do mecanismo de leséo isquémica.
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INTRODUGAO

O conceito da hipotermia sistémica como meio
de protegao celular foi introduzido por BIGELOW et
alii 2, em 1950; logo depois, em 1953, a hipotermia
sistémica foi utilizada com sucesso na primeira ci-
rurgia cardiaca a céu aberto, com a finalidade de
fechar uma comunicagao interatrial 2.

Com o advento da cirurgia cardiaca com circula-
cao extracorpdrea '°, os cirurgides logo sentiram as
dificuldades e os riscos de operar o coragao que se
contrai normalmente.

Em 1955, MELROSE et alii '® introduziram os
conhecimentos adquiridos nos laboratérios de fisio-
logia, empregando o citrato de potassio para induzir
a parada cardiacaintra-operatéria. No entanto, a alta
concentragéo usada e a elevada osmolaridade da

solugdo condenaram o método ao insucesso, mo-
tivo pelo qual ficou abandonado por mais de uma
década.

S6 em 1972, o trabalho de KIRCH et alii 2
estimulou a retomada da discussao sobre a protegao
miocardica pelo de uso de substéancias quimicas que
pudessem proporcionar a parada cardiaca e, por
consequéncia, a protegdo miocardica. A partir de
entdo, surgiram numerosos trabalhos relacionados a
composigao, temperatura e modo de administragao
das solugdes denominadas cardioplégicas 3821221,

Os varios tipos de solugbes propostas e em-
pregadas tinham, em comum, o ion potdssio como
agente de rapida parada cardiaca e a hipotermia
como elemento redutor do metabolismo miocardico e
de suas necessidades energéticas.
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Pretendia-se, com isso, propiciar ao miocardio
condigbes de sobrevivéncia e manutengdo de sua
integridade estrutural durante os periodos de isque-
mia.

A integridade da estrutura do miocardio diz res-
peito, sobretudo, aos multiplos fendmenos de mem-
brana que ocorrem na célula viva, os quais séo
dependentes da disponibilidade energética.

Todo o esforgo tem sido direcionado no sentido
de manter a reserva energética do miocardio, em
niveis mais elevados possiveis. BUCKBERG *° e
ROSENKRANZ *®introduziram a pratica de aplicagao
de solugdo cardioplégica normotérmica, imediata-
mente antes da reperfusdo, com a finalidade de
melhor restabelecer os niveis de reserva energética,
enquanto o coragdo permanece parado por mais
alguns minutos.

Trabalhos mais recentes %15 tém arguido o real
valor da baixa temperatura das solugbes cardioplé-
gicas na preservagao do miocardio isquémico. Indi-
cadores clinicos tém sugerido que as solugdes
cardioplégicas normotérmicas, em determinadas cir-
cunstancias, podem oferecer vantagens na recupe-
ragao pds-isquémica do miocardio.

Entre as alteragdes de membrana observadas na
cardioplegia, nossos estudos anteriores (SANTOS '°
e BARONI ') mostraram um aumento da respiragao
basalda mitocondria Ca**dependente. Transigdes de
membrana mitoconrial Ca**dependente tém sido
descritas 7. A interpretagao destes resultados segui-
ram duas linhas de raciocinio:

1) GUNTER & PFEIFFER ' propuseram que seja um
mecanismo de eliminagdo do CA** mitocondrial-
fisioldgico.

2) CROMPTON & COSTI 7 concluiram que pode estar
relacionado coma leséo de reperfusdo-patolégico.

As alteragdes no metabolismo oxidativo, mesmo
com um mecanismo fisioldgico de liberagdo do Cat*t
mitocondrial, quando implicam em desacoplamento
do processo de fosforilagdo oxidativa, ativam rapi-
damente a quebra das reservas anaerdbicas da célu-
la. Assim, estudamos o comportamento do glicogénio
do miocardio e o conteldo de calcio mitocondrial,
para averiguar se essa reserva energética e a con-
centragao total de calcio mitocondrial (CARBONE ©)
foram afetadas pelo mecanismo que provocou o
aumento dasensibilidade ao Ca** na respiragao basal
da mitocondria.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados com coelhos
da espécie Nova Zeléndia, com peso variando entre
2 e 3 kg. Os animais eram anestesiados com pento-
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barbital sédico na dose de 30 mg/kg de peso corpéreo
e, apés fixar o animal na calha cirlrgica, iniciava-se
a traqueostomia para assisténcia respiratdria con-
trolada através de um respirador Takaoka modelo
600 de pressao positiva intermitente. Em seguida,
procedia-se a esternotomia mediana e, com dis-
secgao fina e cuidadosa, expunham-se os grandes
vasos e a artéria carétida direita. Esta é caracterizada
com a introdugdo de um tubo de Polietileno que
avanga até a raiz da aorta, com a finalidade de
perfundir as coronarias com solugéo de cardioplegia.
O pericardio era aberto longitudinalmente e as veias
cavas e aorta, expostas de tal modo que a artéria
aorta podia ser pingada distalmente a emergéncia do
tronco branquiocefalico.

Emseguida, procedia-se a infusdo de solugéao de
cardioplegia assanglinea (solugao fisiolégica a 0,9%
+ cloreto de potassio a 30 mEqg/1) na proporgao de 5
mi/kg de peso corpéreo. O miocardio foi submetido a
diferentes tempos de isquemia: com 30, 45, 60 e 90
minutos, -e seu respectivo controle, mantendo-se
hipotermia (17°C) ou normotermia (37°C). Terminado
o tempo de isquemia, o tecido era colocado imedia-
tamente em gelo picado e dissecavamos uma porgao
do musculo cardiaco de igual quantidade (500 mg)
paracadagrupo e, entdo, era processada a dosagem
de glicogénio pelo método de SUIOGREEN et alii?°. Os
valores de glicogénio foram expressos em % de peso
Uumido.

O ion calcio foi quantificado pelo método de
MITTNACHT et alii V7, desenvolvido em 1979, que
utiliza o principio da espectrofotometria de emissao
atémica. A leitura de emissao do ion célcio foi quan-
tificada com comprimento de onda de 422,7 nm e os
valores expressos em nano moles por mg de proteina
mitocondrial.

Os resultados foram representados pela média e
erro padrao da média para cada amostra, o método
estatistico empregado para analisar as diferengas
entre as amostras foi o teste T de Student com um
nivel de significancia de p<0,01.

RESULTADOS

A Figura 1 demonstra niveis de glicogénio em
miocardio controle e cardioplégico com 30, 45, 60 e
90 minutos de isquemia mantidos em hipotermia e
normotermia. No grupo controle, o nivel de glicogénio
foide 0,71% de peso Umido e de 0,57 % de peso Umido
em 30 minutos de hipotermia; nas condigbes de
hipotermia, o nivel de glicogénio cai lentamente, de
maneiraque, até bem préximo aos 60 minutos (0,44%
de peso Umido) de parada, seus valores estao proxi-
mos ao do grupo de 30 minutos; entretanto, ao
compararmos os tempos de 60 e 90 minutos de
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Fig. 1 — Analise do comportamento dareserva energética do miocardio

quando submetido a diferentes tempos de isquemia; manti-
dos em hipotermia (17°C) ou normotermia (37°C). O grupo
controle foi processado imediatamenmte apés a infusao da
solugao de cardioplegia assanguinea. A medida da concen-
tragao de glicogénio foi expressa em % de peso (imido, e o
tempo de isquemia em minutos. Os resultados foram subme-
tidos a analise estatistica peloteste T com nivelde significancia
= *p<0,01.
Asteriscos dentro das colunas representam analise estatis-
tica de valores do mesmo grupo (hipotermia ou normotermia)
e em relagao ao grupo controle. Os asteriscos sobre as
colunas representam nivel de significancia comparando-se
grupos hipotermia com normotermia. As colunas represen-
tam a média dos valores e as barras verticais representam o
erro padrao das médias. Os nimeros dentro das barras
representam o nimero de experimentos.

parada hipotérmica, encontramos diferengas signi-
ficativas (* p<0,01), demonstrando que, a longo pra-
zo, o0 miocardio tera suas reservas energéticas exau-
ridas, mesmo que mantido em hipotermia. Por outro
lado, ao analisarmos o miocardio em condigdes de
normotermia, observamos que ja aos 30 minutos de
isquemia ocorre uma diminuigao de glicogénio para
niveis quatro vezes menores em relagdo ao grupo
controle (* p<0,01). No restante do tempo de isquemia,
até os 90 minutos de parada, observamos que os
niveis de glicogénio se mantém constantes, porém
comvalores muito baixos e préximos a 0,10% de peso
Umido. Ao compararmos a evolugao da glicogendlise
nos grupos hipotermia e normotermia, observamos
diferengas importantes e significativas (* p<0,01).

A Figura 2 mostra o comportamento da concen-
tragdo mitocondrial de célcio do miocardio de coelho,
em relagdo ao tempo de isquemia para coragoes
mantidos em hipotermia (17°C) ou em normotermia

nano moles/mg de proteina mitoc.
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Fig. 2 — Concentragao mitocondrial do ion célcio em miocardio de
coelho submetido a diferentes tempos de isquemia hipotérmica
(17°C) e normotérmica (37°C), e miocardio controle que é
processado imediatamente. Os valores foram expressos em
nanomoles/mg de proteina mitocondrial e o tempo de isquemia
em minutos. As colunas representam a média dos valores e
as barras verticais o erro padrao das médias.
Os resultados nao mostram diferencgas significativas pelo
teste T a nivel de p<0,01. Os nimeros dentro das barras
representam o numero de experimentos.

(837°C). Nao encontramos diferengas significativas
entre as amostras (NS p<0,01).

COMENTARIOS

As diferengas observadas sdo compativeis com
aquelas devidas a diferenga de temperatura nas duas
condigoes. Isto é, a hipotermia desacelera a mobiliza-
gao da reserva de glicogénio. Mas, em ambas as
condigdes, os niveis de calcio mitocondrial séo idén-
ticos, apesar de que apenas 30 minutos de isquemia
normotérmica sao suficientes para provocar a mes-
ma transigdo Ca**dependente da membrana mito-
condrial '°. A nao alteragao do calcio mitocondrial,
mesmo em normotermia, indica que o mecanismo
mais importante nessa organela é aquele que isola a
mitocdndria com redugao de sua permeabilidade aos
ions em geral. Assim, nossos resultados indicam que
essa transigao diferencia a mitocéndria no momento
da reperfusao, sendo, entao, possivelmente respon-
savel pelo mecanismo da lesao.
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ABSTRACT: Glycogen levels are measured in order to further understand the role of Ca++-dependent
increased sensibility of mitochondria from ischemic heart. Changes in mitochondrial function thatinclude loss
of phosphorylative activity quickly increase glycogenolysis. Our results suggest that mitochondrial changes

are related to the ischemic damage.

DESCRIPTORS: myocardial protection, cardioplegia; myocardium, glycogen reserve.
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