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Rezumat

Apoptoza, definitd initial ca moarte programatd a celulei, depdseste acest cadru cand este vorba de stdri patologice, cum ar fi ischemia
acutd a miocardului. Apoptoza prezinta interes sporit ca componenta a schimbarilor survenite in miocardul pacientilor cu valvulopatii
cardiace, supusi operatiilor pe cord deschis.

Studiul a fost dedicat depistarii semnelor de apoptoza pe fundalul ischemiei miocardului cauzate de clamparea aortei de diferitd duratd in
operatiile cu CECsi microcardioplegie la pacientii fara preconditionare ischemica. Studiul a inclus 25 de pacienti cu valvulopatii reumatis-
male supusi operatiei de protezare a valvei mitrale si anuloplastia valvei tricuspide. Pentru protectia miocardului s-a aplicat cardioplegia
sangvina cu K+ si Mg++. Bioptatele din atriul drept prelevate initial, la 55 si 110 min. de clamp aortal, colorate cu hematoxilina-eozina,
Van-Gieson si cu picrofuxina dupa metoda Lie au fost examinate la microscopul fotonic.

La momentul clamparii aortei concomitent cu schimbarile ischemice cronice se evidentiaza modificari initiale caracteristice apoptozei:
pierderea contactului intercelular, ondularea si fragmentarea cardiomiocitelor, reducerea volumului celular, nucleul isi pierde forma initiald
(alungire, bombare, fragmentare). Captarea fuxinei (ceea ce denota gradul de hipoxie celulard) la aceasta etapa este mai mult la nivelul
unor organite citoplasmatice. La 55 minute de clamp aortal, respectiv dupa 2 reperfuzii, se observa cele mai vaste modificari microscopice
ce definesc apoptoza. Hipoxia celulard este marcanta — fuxinofilia cuprinde toata ariia celulard, celule solitare si grupuri de celule.

La 110 minute de clamp aortal, la cea de-a cincia microcardioplegie/reperfuzie, se observa modificari celulare caracteristice apoptozei de
intensitate medie. Modificdrile hipoxice par a fi mai putin manifestate.

Concluzii: Ischemia miocardului indusa in operatiile cu CEC stimuleaza procesul de apoptoza a cardiomiocitelor. Repertfuzia repetatd a
miocardului cu microcardioplegie atenueaza schimbdrile hipoxice, lasand impresia de preconditionare a muschiului inimii.

Dezvoltarea apoptozei cardiomiocitelor impune aplicarea agentilor cu efect antiapoptotic pe perioada arestului cardiac.

Summary

Apoptosis, originally defined as programmed cell death, is beyond the framework when it comes to medical conditions such as acute
myocardial ischemia. It is of increased interest as part of changes in the myocardium of patients with valvular heart disease, undergoing
open heart surgery.

The study includs 25 patients with rheumatic valvular heart disease undergoing prosthetic mitral valve surgery and tricuspid valve annu-
loplasty. For myocardial protection blood cardioplegia with K + and Mg + + was applied. Samples, taken from the right atrium at 1-2, 55
and 110 minutes after aortic cross-clamping, stained with hematoxylin-eosin, Van Gieson and Lie, were examined in photon microscope. At
initial stage of aortic Xclamp, chronicischemic changes are completed by changes proper for apoptosis: loss of intercellular contact, waving
and cardiomyocyte fragmentation, reduced cell volume. The nucleus loses its original shape through elongation, swelling, fragmentation.
Fuxin capture (which reveals a cellular hypoxia) at this stage is more of the cytoplasmic organelles. At 55 minutes of aortic clamp, i.e. after
2 reperfusion, were observed the largest microscopic changes that define apoptosis. Cellular hypoxia was marked: fuxinofilia includes all
areas of solitary cells and cell clusters. At 110 minutes of aortic clamp, after the fifth microcardioplegy / reperfusion, apoptotic cellular
changes are of medium intensity. Hypoxic changes appear to be less manifest.

Conclusions: Myocardial ischemia induced by CPB operations stimulates cardiomyocyte apoptosis process. Repeated reperfusion of hypoxic
myocardium with microcardioplegy attenuates hypoxic changes, giving the effect of preconditioning of the heart muscle. Development
of cardiomyocyte apoptosis requires the application of antiapoptotic agents during cardiac arrest.

Introducere

Apoptoza este un cuvant grecesc care, pentru prima datd, Prin definitie apoptoza reprezintd moartea celulard pro-
a fost folosit de Homer pentru a descrie cdderea frunzelor in gramatd, energetic dependentd, responsabila de inactivarea si
versurile sale, ulterior, termenul a fost preluat de Kerr (1972), eliminarea celulelor supranumerice, nefunctionale sau alterate

pentru a defini moartea programata a celulei [13]. (13].
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Aparitia apoptozei poate fi declansata de Proteina p53, care
regleaza replicarea ADN-ului, proliferarea si moartea celulelor,
de glucocorticoizi, neurotransmitétori, calciu, unele medi-
camente (methotrexat, cisplatin, bleomicind, doxorubicina),
precum si de radiatiile ionizante si ultraviolete.

Unii factori pot inhiba apoptoza [26]: Proteina Bcl-2
(preintdmpind moartea limfocitelor limfomului, formand celule
- imortale); hormonii (estrogeni, androgeni); virusi (variolic,
adenovirusul E1B), inhibitorii cistein proteazei, promotorii
tumorali (fenobarbital, esteri de forbol, hexaclorciclohexan,
superoxid dismutaza).

Evolutia apoptozei se desfdsoard prin faze succesive
[14,26,27]:

Etapa I: celulele pierd contactul cu vecinele lor si cu
membrana bazald; organitele celulare se compacteaza; volumul
celular se reduce.

Etapa II: Pe suprafata celulari se formeaza pliuri ce fuzio-
neaza cu portiunile dilatate ale complexului Golgi si reticulului
endoplasmatic neted - forméand cavitéti si cratere; formarea de
mase granulare mari prin condensarea cromatinei, adiacente
membranei nucleare.

Etapa III: fragmentarea nucleelor si formarea corpilor
apoptotici fird o reactie inflamatorie si i formarea unei cicatrice,
iar arhitectura tesutului este péstratd).

Etapa IV: Fagocitarea corpilor apoptotici de catre macrofage.

Dupa mecanismul de dezvoltare pot fi distinse urmatoarele
forme de apoptoza [11,17,28]:

1. Apoptoza normali - eliminarea celulelor disfunctionale
sau potential nocive, datorita leziunilor ADN acumulate in
cursul vietii

2. Apoptoza aberantd - eliminarea unor celule datoritd
uzurii suferite in timp de diferite componente ale circuitului de
transductie ale semnalelor extracelulare, cu activarea spontand
a mortii celulare

3. Apoptoza abuziva - eliminarea unui grup numeros de
celule normale carora organismul nu le mai poate asigura ne-
cesarul de factori de crestere si supravietuire, si se dezvolta in
2 faze:

a) Declinul - scaderea cantitétii de semnale necesare supra-
vietuirii

b) Senescenta — alterarea functiilor imunitare si depopularea
celulara masiva (involutia glandei mamare si uterului in
menopauzi)

Principale criterii pentru diferentierea necrozei de apoptoza [9,10]:

(riterii de diferentiere Necroza Apoptoza
Stimuli Este cauzatd numaide | Este cauzatd atat de
factori nocivi (patologici) | factori fiziologici cat si
de patologici
Extinderea Grupuri de celule Celule solitare,
individuale
Tipul de moarte (atasrofica Programata
Aspecte biochimice Lizozomii elibereaza Fragmentarea ADN-
enzime litice ului nuclear. Lizozomii
sunt intacti
Modificdri ale volumului (reste Scade
celular
Modificarile densitatii Scade (reste
celulare

Liza membranei Etapa initiala Etapa finald
plasmatice
Organitele Tumifiere incipientd Tumifiere tardiva
Hidroliza ADN In etapa finald Tn etapa initiala
Modul de fragmentare a Aleatoriu La nivel
ADN-ului internucleozomal
Reactie inflamatorie prezenta absentd
Desfasurarea procesului Rapid Lent
Consecinte Fagocitoza celulelor Fagocitoza
moarte de neutrofile si corpilor apoptotici
macrofagi de cdtre celule
parenchimatoase
invecinate(fagocite
,neprofesionale”) sau
macrofagi
Cicatrice Prezenta Absentd

Unele maladii pot fi caracteristice apoptozei [14,29], cu
prevalarea inhibitiei, spre exemplu tumorile maligne, sau cu
apoptoza excesiva, observata la leziunile ischemice.

Apoptoza este considerata ca unul din mecanismele de
reducere a cardiomiocitelor in timpul circulatiei extracorporale
(CECQ) siarestului cardioplegic al inimii in operatiile de bypass
aorto-coronarian. [1,10] Cu toate cd diferiti autori se referd
la miocardul atrial sau la cel ventricular [7,18,24], studiile re-
cente au ardtat, cd operatiile de suntare aorto-coronariand cu
CEC si arest cardiac méresc rata apoptozei, preponderent in
ventricul [21]. Examinarea bioptatelor din ventricule, insa, este
mai dificild, materialul prelevat fiind foarte mic, cu riscuri de
artefacte cauzate de forceps sau bisturiu. Manifestarea apoptozei
la diferite perioade de arest cardiac, si, in special, in dependenta
de tipul cardioplegiei aplicate, raman neelucidate .

Studiul nostru a fost dedicat depistarii semnelor de apop-
toza pe fundalul ischemiei miocardului cauzate de clamparea
aortei de diferita durata in operatiile cu CEC si microcardiople-
gie la pacientii cu valvulopatii fard preconditionare ischemica.

Material si metode

Studiul a inclus 25 de pacienti din sectia chirurgia viciilor
cardiace dobandite a Spitalului Clinic Republican cu valvulopa-
tii reumatismale supusi operatiei de protezare a valvei mitrale
si anuloplastia valvei tricuspide De Vega-Cabrol . Starea clinica
a pacientilor nu prezenta mari diferente.

Pacientii cu insuficientd renald si/sau cu cardioversie inain-
te de operatie, FE<35 nu au fost inclusi in acest studiu. Anestezia
includea: inductia cu midazolam (0,05 mg/kg), propofol (1mg/
kg) si fentanil (1-2 mg/kg); mentinerea cu fentanil la doza 3
mg/kg/h, propofol (2,5-5 mg/kg/h).

Bypass-ul cardio-pulmonar s-a efectuat prin canularea
aortei ascendente si venelor cave, oxigenarea sangelui cu oxi-
genatorul Terumo Capiox CXSX 25. Priming-ul consta din
sol. Ringer acetat 1,2 1., sol. Manitoli 20% 100 ml., bicarbonat
de sodiu (dupi caz). In priming s-a adiugat 1 ml heparina.
Pentru atingerea unui ACT > 480 s pacientilor li s-e adminis-
tra pre-CEC heparina in proportie de 300 U/kg. Toti pacienti
au primit cardioplegie caldd sangvina dupd metoda Calafiore
modificata de Casalino et al. [4] si modificata ulterior de noi
[12]. Cardioplegia a fost administrata antegrad in bulbul aortic,
la intervale de 25 minute de ischemie.
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Pentru studiul morfologic s-au prelevat bioptate din atriul
drept la momentul clamparii aortei, la 55 min §i 110 minute de
la clamparea aortei, respectivla prima, a treia si a cincia cardi-
oplegie. Bioptatele au fost fixate in formol 10%, incluse in para-
find. Sectiunile au fost colorate cu hematoxilina-eozind, dupa
Van Geison, Lie, examinate in microscopul Olimpus CX45.

Rezultate

La analiza morfologica a bioptatelor prelevate imediat
dupé clamparea aortei si instituirea perioadei de ischemie
(arest cardiac) au fost depistate schimbdri calificate ca un fond
precursor al ulterioarelor reactii morfologice.. Concomitent cu
schimbarile ischemice cronice - hipertrofia cardiomiocitelor
pe un fundal de carcas fibroelastic (Fig.1.a), se evidentiaza
modificéri initiale caracteristice apoptozei: pierderea contac-
tului intercelular, ondularea si fragmentarea cardiomiocitelor,
reducerea volumului celular, nucleul isi pierde forma initiala
(alungire, bombare, fragmentare). Captarea fuxineila coloratia
Lie (ceea ce denota gradul de hipoxie celulard) la aceasta etapa
este mai evidenta la nivelul unor organite citoplasmatice, nefi-
ind uniforma in toata citoplasma (Fig. 1.b).

a) Coloratie H.E., x200

b) Coloratie metoda Lie, x200

Fig.1Bioptatdin atriul dreptla clamparea aortei siinitierea microcardioplegiei

In bioptatele obtinute la 55 minute de clamp aortal, respec-
tiv la cea de-a III carfdioplegie cu singe se observa cele mai
vaste modificdri microscopice ce definesc apoptoza la etapa de
formare a corpilor apoptotici - fragmentarea cardiomiocitelor,
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reducerea volumului celular, nucleii aproape ca lipsesc, iar cei
ramasi pierd forma initiala (alungire, bombare, fragmentare),
apar cavitati si cratere intracelulare, prin condensarea croma-
tinei, adiacente membranei nucleare se formeaza mase granu-
lare mari (Fig 2.a). Gradul de captare a fuxinei prin metoda
Lie la aceastd etapd este cel mai inalt — pe toata aria celulara,
cuprinzand atét celule solitare cat si grupuri de cardiomiocite
(Fig. 2.b).

a) Coloratie H.E., x250

b) Coloratie metoda Lie, x200

Fig.2 Bioptat din atriul drept la 55 min de clamp aortal si 2 reperfuzii

La etapa de 110 minute de clamp aortal, sau la cea de-a
cincea microcardioplegie/reperfuzie se observda modificéri
celulare caracteristice apoptozei de intensitate medie (ludnd
in calcul modificérile din primele 2 etape). Se observa zone
in care cardiomiocitele isi pierd contactul intercelular, sunt
ondulate, unele fragmentate, nucleul isi pierde forma initiala
(alungit, bombat), dar se péstreaza (Fig.3.a); in alte sectoare
cardiomiocitele sunt la etapele ireversibile caracteristice apop-
tozei cu formarea corpilor apoptotici - nucleii lipsesc, se pun in
evidenta cavitdti si cratere intracelulare, mase granulare mari
prin condensarea cromatinei. Gradul de captare a picrofuxinei
la aceastd etapa este de gravitate medie, cu caracter neuniform
(in unele pe toata suprafata, iar in altele - granular), afectaind
atat celule solitare cat si grupuri de celule (Fig. 3.b).
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a) Coloratie H.E., x250

b) Coloratie picrofuxina Lie, x200

Fig.3 Bioptat din atriul drept la 110 min de clamp aortal si 5 reperfuzii

Discutii

Principala diferentiere dintre necroza si apoptoza consta
in faptul cd necroza este intotdeauna un proces patologic, iar
apoptoza are loc si in conditii fiziologice, si nu se asociaza obli-
gatoriu cu necroza. Uneori insa aceste procese se asociaza, spre
exemplu, in modificérile ischemice ale miocardului in cadrul
infarctului miocardic: in zona centrald - necroza tisulara; la
periferie, unde gradul de hipoxie este mai diminuat — apoptoza
celulara. [14,19]. Concomitent cu lungirea timpului de ischemie
in miocard se atesta o crestere a fenomenului de apoptoza, fapt
demonstrat experimental [5].

Un proces aseménitor se observa in operatiile pe cord
deschis cu clamparea aortei si sistarea fluxului coronarian

pe diferite perioade de timp. Apoptoza in acest caz poate fi
stimulata de cateva mecanisme, inclusiv ischemia - reperfuzia
[1] si eliberarea citochinelor si factorilor de inflamare [7].
Este considerat, cd lungirea timpului de clamp aortal coreleaza
cu cresterea numarului de celule apoptotice. Aceastd pierdere
progresivd a cardiomiocitelor poate contribui la dereglarea
contractilitdtii inimii. [22,23].

O problemad a studiilor clinice de acest gen este faptul ca
probele sunt obtinute de la atriul drept, pe cand tesutul ven-
tricular ar fi mai relevant clinic. Insa obtinerea unei cantititi
suficiente de tesut din ventriculul cardiac pentru a efectua mai
multe investigatii de laborator, ridica probleme etice. Pe un
model experimental a fost demonstratd similitudinea dintre
schimbarile tesutului atrial si a celui ventricular in timpul
by-pass-ului cardiopulmonar.[2]. Ulterior, pe material clinic,
a fost confirmat procesul de activare a apoptozei in bioptatele
prelevate din atrii [20].

Efectul cumulativ al ischemiei reluate de mai multe ori este
discutabil. Exista un punct de controversa, privind faptul dacé
ischemia singura sau ischemia-reperfuzia activeazd procesul de
apoptoza in cardiomiocite [9,25]

In experiment a fost demonstrata sporirea apoptozei in
dependenta de durata perioadei de clamp aortal, cardioplegia
aplicata fiind cea cristaloid [8]. In ultimul timp tot mai multi
autori se axeaza insa pe importanta tipului de cardioplegie. Fo-
losind microcardioplegia pe baza de sange integru, consideram
cd, practic, am obtinut reperfuzia miocardului in conditii ma-
ximal fiziologice cu asigurarea sistemelor tampon, substraturi
energetice si continutul necesar de oxigen.

In bioptatele obtinute dupa 110 min. de clamp aortal si
patru perioade de reperfuzie la fiece 25 min s-a evidentiat
diminuarea progresarii numarului de celule ischemice, depis-
tata la etapele precedente. Noi suntem inclinati a considera, ca
are loc o "adaptare” a miocardului de genul preconditiondrii,
aportul la efectul pozitiv revenindu-i cardioplegiei sangvine
(microcardioplegiei). In ce priveste variatia numarului de celule
apoptotice, devine importanta prezenta acestui fenomen, evolu-
tia cdruia este greu de prognozat in perioada postoperatorie pe
fundalul conditiilor hemodinamice noi ale bolnavilor valvulari
si efectelor CEC-ului.

Tentative de a reduce rata apoptozei sunt facute prin pu-
nerea accentului pe reducerea timpului de clamp aortal sau
prin aplicarea agentilor citoprotectivi care diminueaza efectele
ischemiei - reperfuziei.[23]. De asemenea, in scopul diminuarii
numadrului de celule apoptotice, ar fi binevenita intervenirea
atat pre - cat si in timpul CEC-ului cu diferiti agenti (Lidocaina
cu efect de stabilizare a sarcolemei, Eritropoetina si altele), care
reduc fenomenul de apoptoza [2,3].
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