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SUMARIO / ABSTRACT

SUMARIO

A hipertrofia cardiaca ¢ uma resposta adaptativa inicial a diferentes estresses cardiovasculares
(i.e. sobrecarga de pressdo) e esta associada a remodelamento mecanico, elétrico e algumas vezes a
alteragdes da regulagdo de Ca™ celular.

A contragdo de midcitos ventriculares cardiacos ¢ disparada pela mobilizagio de Ca>": pelo
influxo de Ca”" através de canais do tipo L e liberacdo de Ca®" induzida por Ca®" (CICR) a partir do
reticulo sarcoplasmatico (RS), e consequente aumento da concentracdo deste ion no citosol ([Ca*]y). O
relaxamento ocorre pela remocio de Ca®’ do citosol por quatro mecanismos de transporte de Ca”" —
ATPase de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico (4-RS), troca Na'/Ca®" (NCX), ATPase do sarcolema e
uniporter mitocondrial. A contribuigdo relativa de cada um destes transportadores para o relaxamento
depende da espécie, idade e possivelmente de condigdes patologicas.

Nosso estudo compara o transporte de Ca®" durante o relaxamento ¢ a diastole de midcitos de
animais apos 2 ou 7 dias de coarctacdo adrtica ao de animais controle sob os aspectos: a) contribui¢ao
relativa dos transportadores de Ca™ para o relaxamento a partir de dados da cinética de relaxamento,
para os quais estabeleceu-se uma relagdo entre a queda da [Ca>']; e relaxamento; b) perda espontanea
de Ca®" do RS durante a diastole; c) resposta contratil a variacio da concentragdo de Ca*" extracelular;
d) expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas no transporte de Ca”".

Nossos resultados ndo indicam alteragdo da contribuigdo relativa dos transportadores de Ca”",
mas indicam maior perda de Ca®" do RS durante a diastole. A razdo entre a expressio de mRNAs
codificadores da A-RS e do fosfolambam (proteina acoplada a 4-RS que exerce um controle negativo
sobre esta) encontra-se aumentada e é compativel com a possibilidade de maior furnover de Ca®" entre
citosol ¢ RS em midcitos ventriculares durante a instalagdo de hipertrofia cardiaca por sobrecarga de

pressdo arterial.

Palavras-Chaves: transporte de calcio, midcitos, hipertrofia, perda espontinea de Ca*" pelo RS,

mRNA Serca2a, mRNA NCX



SUMARIO / ABSTRACT

ABSTRACT

Cardiac hypertrophy is an adaptative response to cardiovascular (i.e. pressure overload).
Cardiac hypertrophy is associated with mechanical-electrical remodeling and, under certain conditions,
with changes in cytosolic calcium handling.

The contraction of cardiac ventricular myocytes is due to an increase in the cytosolic Ca**
concentration ([Ca®];) after Ca®" mobilization, due to Ca*" influx through L type Ca®" channels, which
triggers Ca’" induced calcium release (CICR) from the sarcoplasmic reticulum (SR). Relaxation is
brought about by Ca’" removal from the cytosol through four main Ca>" transporters — SR Ca®*"
ATPase (4-RS), the Na“/Ca®" exchanger (NCX), sarcolemmal Ca’" ATPase and the mitochondrial
uniporter. The relative contribution of each of these transporters to the relaxation depends on species,
age and possibly pathological conditions.

Our study analyzes Ca’" transport during the relaxation and diastole in rat left ventricular
myocytes 2 and 7 days after aortic banding, focusing the following aspects: (i) the relative contribution
of Ca®" transporters to the relaxation; (ii) the spontaneous loss of Ca®" from the SR during diastole; (iii)
the contractile response to variations in the extracelular calcium concentration; and (iv) levels of
mRNA encoding for proteins involved in Ca®" transport.

Our results show no change in the relative contribution of Ca>" transporters to the relaxation,
but point out faster SR Ca®" loss during diastole. The ratio of 4-RS to phospholambam (protein which
exerts a negative effect on 4-RS) mRNA abundance was increased. Our findings suggest increased
Ca”" turnover between the SR and the cytosol in ventricular myocytes during cardiac hypertrophy

installation.
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Dos EXPERIMENTOS DE FISIOLOGIA

(NB:As abreviaturas foram organizadas segundo sua ordem de apari¢do no texto.)

ATP Trifosfato de Adenosina

GTP Trifosfato de Guanosina

Icar corrente de calcio via canais do tipo L

CICR Ca’*-induced cdlcio release (liberacio de Ca’" induzida por Ca’")

CLCR canal de liberagio de Ca’* do RS (formada por 4 unidades de RyR)

RyR receptor de rianodina (formador do CLCR)

RS reticulo sarcoplasmatico

A-RS ATPase de Ca®" do Reticulo Sarcoplasmatico

NCX troca Na/Ca®" ou trocador Na*/Ca®" (segundo o artigo a/o)

LENTOS transportadores lentos: ATPase de Ca”* do sarcolema e uniporter mitocondrial
PKA proteina quinase A

PKC proteina quinase C

PLB fosfolambam

CSQ calsequestrina, proteina intra reticular, buffer de Ca*"

ECC excitation contraction coupling (acoplamento excitacdo-contragao)

MEC meio extra-celular

SL sarcolema (ou membrana celular)

PR participagio relativa dos transportadores de Ca** no relaxamento de midcitos
PR ks participagdo relativa da 4-RS no relaxamento de miocitos

PRycx participagdo relativa da NCX no relaxamento de midcitos

PR zzvr0s participacdo relativa dos transportadores LENTOS no relaxamento de miocitos
Tw contragdo evocada por estimulacao elétrica

CafNT contratura evocada por cafeina dissolvida em solu¢do de Tyrode normal
Caf00 contratura evocada por cafeina dissolvida em solugdo de Tyrode ONa"/0Ca**
AL encurtamento de pico durante uma contragao

15" tempo de meia-vida para relaxamento fasico das contracdes:

Tw,AL CafNT AL Caf 00,AL
(t1/2 S AVES ou 1,

[Na']; concentragao intracelular de sddio

[Na'l, concentragdo extracelular de sodio
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[Ca*'],
[Ca™];
Ca2+

APDyg

concentragdo extracelular de calcio
concentragao intracelular de calcio
fon Ca*"

duracdo do potencial de ag@o desde seu inicio até 75% de sua repolarizacdo

Dos EXPERIMENTOS DE BI0LOGIA MOLECULAR

PCR

RT
RT-PCR
Serca2a
PLB
RyR2
CSQ
NCX

A (dATP)
C (dCTP)
G (dGTP)
T (dTTP)
dNTP's
DNA
cDNA
RNA
mRNA

UNIDADES
u

pb

g

g

ng

ml

pl

M

Polymerase Chain Reaction (Reagao em cadeia da polimerase)

Reverse Transcription (Transcricdo Reversa)

Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction (PCR precedida de RT)
Isoforma cardiaca da ATPase de Ca>" do reticulo sarcoplasmatico

isoforma codificadora do fosfolambam

isoforma cardiaca do receptor de rianodiana (proteina formadora CLCR)
isoforma codificadora da calsequestrina, proteina intra reticular, buffer de Ca*"
isoforma codificadora do trocador Na'/Ca*"

2'-desoxinucleotideo de Adenina-5'-trifosfato

2'-desoxinucleotideo de Citosina-5'-trifosfato

2'-desoxinucleotideo de Guanina-5'-trifosfato

2'-desoxinucleotideo de Timina-5'-trifosfato
2'-desoxinucleosideos-5'-trifosfato

acido desoxirribonucléico

DNA complementar obtido por transcri¢ao reversa

acido ribonucléico

RNA mensageiro

unidades

pares de bases

grama

micrograma (10'6 gramas)
nanograma (10'9 gramas)
mililitro (107 litros)
microlitro (10°° litros)

concentragdo molar

viil



LISTA DE ABREVIATURAS

mM
uM
pmol

min

kDa

mili molar (10~ molar)
micro molar (10'6 molar)
picomoles (10'12 moles)
minutos

dalton (unidade de massa de atdmica equivalente 1 g/mol, usada p/ proteinas)

kilodalton (10* dalton)

1X
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1.INTRODUCAO:

1.1. BASES ANATOMICAS - CORACAO E CIRCULACAO

O coracdo ¢ um orgdo muscular oco, de forma aproximadamente coOnica, situado
obliquamente no mediastino entre os pulmdes, abaixo do osso esterno. No plano mediano, ele ¢
dividido pelos septos que definem duas metades - direita e esquerda, correspondentes a dois sistemas
de bombeamento independentes. Cada metade por sua vez, ¢ subdividida no plano transversal em
cavidades superiores (atrios) e inferiores (ventriculos). O coragao consiste, portanto, de quatro
camaras — atrio direito, ventriculo direito, atrio esquerdo e ventriculo esquerdo. Estas cimaras

sdo contrateis e tém a habilidade de bombear o sangue (vide figura 1.1).

O ATRIO DIREITO (AD) é comunica-se com o ventriculo direito pela valva tricispide. No
atrio direito aportam as duas veias cavas, superior e inferior. A veia cava superior ¢ formada pela
unido dos troncos venosos braquiocefilicos direito e esquerdo (ou veias braquiocefilicas direita e
esquerda), recebendo, portanto, o sangue venoso procedente dos membros superiores ¢ da cabega.
Para ela também drena o sangue proveniente da veia azigo maior ¢ de outras veias tributarias de
menor importancia. Segundo Gardner et al.(1988), a veia cava inferior tem um curto percurso dentro
do torax apds atravessar o musculo diafragma e antes de penetrar no atrio direito. Ela drena o sangue
pobre em oxigénio proveniente dos membros inferiores e cavidade abdominal. Do atrio direito, o
sangue flui através da valva tricuspide para o ventriculo direito. O enchimento desta camara ocorre
em parte durante a didstole. Ao fim da diéstole inicia-se a sistole atrial que causa um aumento de
press@o no ventriculo direito e o fechamento da valva tricuspide impedindo o retorno do sangue para

0 atrio.

O VENTRICULO DIREITO (VD) ¢ uma cavidade de forma aproximadamente triangular, que se
estende desde o atrio direito até o 4pice do coragdo. Sua parede posterior ¢ formada pelo septo
ventricular. A parede do VD ¢ mais delgada do que a do ventriculo esquerdo, pois o VD bombeia
sangue para a circulagcdo pulmonar, que requer menor pressio; enquanto que o ventriculo esquerdo

bombeia o sangue oxigenado para a circulagdo sistémica (todo o corpo), que requer grande pressao de



1. INTRODUCAO

bombeamento. A relagdo entre as espessuras das paredes dos ventriculos direito e esquerdo € 1:3,
sendo mais espessa no apice, adelgacando-se em diregdo a base. O volume do VD ¢ semelhante ao do
ventriculo esquerdo. No cora¢cdo humano adulto, este volume ¢ de aproximadamente 85 ml.

O sangue proveniente do atrio direito ¢ bombeado pelo ventriculo direito para a circulagao
pulmonar através do tronco das artérias pulmonares. O tronco das artérias pulmonares, bifurcado
em duas artérias pulmonares direitas e uma esquerda, localiza-se a esquerda da aorta ascendente e
aproxima-se da curva inferior do arco aortico (Gardner ef al., 1988). Ap6s um dado percurso, este
tronco bifurca-se nas proximidades do arco da aorta em artéria pulmonar direita e artéria pulmonar
esquerda, conforme observa-se na figura 1.1). A artéria pulmonar direita, mais comprida e calibrosa
do que a esquerda, passa sob o arco adrtico e dirige-se ao pulmao direito. A artéria pulmonar

esquerda parte do tronco pulmonar e dirige-se ao pulmao esquerdo.

O ATRIO ESQUERDO (AE) comunica-se com o ventriculo esquerdo pela valva mitral
(também chamada bicuspide). A ele chegam as quatro veias pulmonares provenientes do pulmio
trazendo sangue oxigenado a ser distribuido para todo o organismo. As duas veias pulmonares
esquerdas chegam ao canto superior esquerdo da base do coracdo apds coletarem o sangue arterial no

pulmao esquerdo (Gardner ef al., 1988).

O VENTRICULO ESQUERDO (VE) contrai-se bombeando sangue oxigenado para todo o corpo
através da valva aortica. A via inicial de conducdo do sangue arterial ¢ a artéria aorta, principal
artéria sistémica da grande circulagdo. O principal suprimento sistémico para o térax e todo o
organismo deriva-se dos ramos da aorta. De acordo com seu percurso, a artéria aorta ¢ denominada
aorta ascendente, arco aortico, aorta descendente tordcica e aorta descendente abdominal (Gray,
1998).

A aorta ascendente: parte do ventriculo esquerdo estende-se para cima e ligeiramente para a
direita até a altura do angulo esternal, logo & direita do plano mediano. E um pouco dilatada em sua
raiz pela presenca dos chamados "seios aorticos" (cada seio corresponde a uma cuspide da valva
adrtica e tem a mesma denominagdo). Os ramos da aorta ascendente sdo as artérias coronarias direita
e esquerda.

O ARCO AORTICO (também denominado "Crossa ou Cajado da Aorta") é formado por uma

curvatura da aorta, ap6és o trecho ascendente mencionado. A aorta curva-se para a esquerda,
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ventralmente a traquéia, voltando-se a seguir para baixo, por baixo do bronquio esquerdo a esquerda
da traquéia e do es6fago. Nas proximidades do arco da aorta encontram-se os nervos frénico e vago,
veia intercostal superior esquerda, ramos do nervo vago, e do tronco simpatico. A face superior emite
trés ramos: tronco arterial braquiocefdlico esquerdo, artéria cardtida comum esquerda e artéria
subclavia esquerda.

Do tronco arterial braquiocefalico — primeiro ramo do arco adrtico — saem dois importantes
vasos: a Artéria subcldvia direita e Artéria cardtida comum direita responsaveis, respectivamente,
pela irrigacdo do membro superior direito ¢ metade da cabeca e pescogo. O tronco braquiocefalico
estende-se da parte posterior da por¢do inferior do manubrio do esterno até o nivel da articulagao
esterno-clavicular direita. Atrds dessa juntura se d4 a divisao em artérias subcldvia direita e cardtida
comum direita.

As artérias subcldvia esquerda, cardtida comum esquerda e ramo direito do arco adrtico sao
responsaveis pela irrigagdo do membro superior esquerdo e da outra metade da cabeca. A artéria
cardtida comum esquerda se origina ligeiramente a esquerda do tronco arterial braquioceféalico. A
artéria subcldvia origina-se a esquerda da artéria cardtida comum esquerda e ascende ao longo da
traquéia, deixando o térax por detras da articulag@o esterno clavicular esquerda.

A aorta descendente ¢ a principal fonte de irrigagdo da regido abdominal e membros
inferiores e divide-se em dois trechos segundo sua localizagdo: aorta toracica, localizada entre o
arco aortico e o nivel da 12* vértebra toracica, onde atravessa o hiato adrtico do musculo diafragma;
e aorta abdominal, que se estende a partir do hiato aortico do diafragma (nivel de T12), de onde
emergem os troncos que irrigam as visceras abdominais, até a bifurcacdo que da origem as artérias
iliacas comuns direita e esquerda, aproximadamente ao nivel da quarta vértebra lombar (L4) (Gardner

et al., 1988; http://www.medstudents.com.br/basic/anatomia/vasos/topicol.htm ).
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Artéria carotida comum esquerda

Artéria Subclavia esquerda

Tronco Braquicefalico

Arco Adrtico

Artérias
Pulmonares .
Dirgitas

Artéria Pulmonar E squerda

Veia Cava

i VeiasPulmonares
Superior

Esquerdas
Atrio Esquerdo

Valvula

Pulmonar
Veiae
&, coronaria esquerda

\, Valvula Adrtica

Veia Cava
Inferior

s Ventriculo
Esquerdo

Figura 1.1: Corte frontal do coracdo e vasos, evidenciando quatro camaras cardiacas — atrios direito e
esquerdo, ventriculo direito e esquerdo, veias cava superior e inferior, artérias pulmonares, veias pulmonares,
artéria aorta. A figura mostra ainda as valvulas tricuspide (lado direito) e mitral (lado esquerdo). Note a
espessura da  parede cardiaca nos ventriculos esquerdo e direito (Camargo AC. -

http://www.hcanc.org.br/outrasinfs/ensaios/colest2.html; acessado em 08 de novembro de 2003).

1.2. O CicLO CARDIACO —

GERACAO E CONDUCAO DA ATIVIDADE ELETRICA; O CORACAO COMO BOMBA

O coragdo bombeia o sangue para os pulmdes (circulagdo pulmonar) e para todo o organismo
(circulacdo sistémica) devido a uma sequéncia coordenada de contragdes das quatro camaras — atrios
direito e esquerdo e ventriculos direito e esquerdo.

A contracao destas camaras e a coordenagao destas contragdes para que as camaras esquerdas
e direitas funcionem como 2 bombas em paralelo devem-se a caracteristicas especiais do musculo

cardiaco: contratilidade, excitabilidade e condutibilidade.



1. INTRODUCAO

A contratilidade miocardica ¢ a propriedade de o tecido cardiaco contrair-se possibilitando a
realizacdo de um trabalho, a saber, bombear o volume de sangue contido no interior das camaras
cardiacas (Katz, 1992). A excitabilidade ¢ a propriedade de o tecido cardiaco dispensar inervacao
especifica para geracdo de estimulo elétrico para ativacdo da contracdo. O tecido cardiaco gera esses
estimulos de maneira ritmica e espontanea no nodulo sino-atrial (NSA, considerado o marcapasso
natural do coragdo). Estes estimulos propagam-se pelo atrio por trés vias internodais até atingir o
nddulo atrio-ventricular (NAV). A partir do atrio, eles sdo conduzidos pelo feixe de His e suas
ramificagdes, fibras de Purkinje, até os ventriculos direito e esquerdo. A esta propriedade denomina-

se condutibilidade (Figura 1. 2; Opie, 1998; Guyton, 1988).

Vias
Internodais _

. Nodulo Sino-atrial

- Nédulo Atrio-ventricular
- Feixe de His

~= Fibras de Purkinje
(ramo esquerdo)

)uFibraa de Purkinje

i IS

(ramo direito)

Figura 1.2: Sistemas de geracdo e condugdo da excitabilidade no tecido cardiaco. Os estimulos sdo gerados
no nodulo sino-atrial, conduzidos ao nodulo atrio ventricular pelas vias internodais, e posteriormente
conduzidos aos ventriculos direito e esquerdo pelo feixe de His e seus ramos, fibras de Purkinje (Adaptado de

Guyton, 1988).

1.2.1. Potencial de Membrana

A membrana das células miocardicas ¢ constituida por uma dupla camada de fosfolipides e
proteinas, que podem ser proteinas integrais (inseridas na bicamada fosfolipidica) ou proteinas
periféricas (associadas a superficie da bicamada), que podem atuar como receptores para

neurotransmissores € como canais para fluxos i6nicos. A membrana plasmatica apresenta portanto
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permeabilidade seletiva a ions, ¢ os meios delimitados por ela diferem entre si na sua composi¢ao. O
gradiente de concentrancdo idnica transmembrana e a permeabilidade da membrana a um dado ion
determina o fluxo do mesmo através da membrana. Estes fluxos representam transferéncia de carga
elétrica, e tém um importante papel no estabelecimento de uma diferenga de potencial elétrico entre
as faces intra e extracelular da membrana. Por exemplo, existe um consideravel gradiente de
concentracdo transmembrana dos ions K" e Na" ([K'];=145mM e [K'],=54 mM; [Na'];=10
mM e [Na'], = 140 mM. Em decorréncia deste gradiente de concentragio, estabelece-se a tendéncia
de 0 K se difundir para o meio-extracelular e de o Na' para o citosol (Aidley, 1998).

A membrana de uma célula em repouso tem alta permeabilidade ao K. A difusdo de K™ para
o citosol a favor de seu gradiente de concentracao (gradiente quimico) resulta em separacao de cargas
através da membrana e d4 origem a um gradiente elétrico, ao qual associa-se uma forca eletrostatica,
oriunda da atragcdo que as cargas negativas do lado interno da membrana exercem sobre as cargas
positivas (sobre o K"), restringindo sua saida. A saida de K" ocorre até que a forga difusional que o
impele para fora da célula se iguale a forga elétrica que o atrai para dentro. Podemos dizer que, neste
caso, a difusdo € um processo auto-limitante, pois gera um potencial elétrico que a limita. O potencial
no qual o fluxo de um determinado ion através da membrana ¢ nulo (quando forca difusional se
iguala em modula a forca eletrostatica de sentido oposto) depende principalmente da diferenca de
concentragdo transmembrana e da carga do ion, e é conhecido como potencial de equilibrio eletro-
quimico ou potencial de Nernst deste ion . Este potencial pode ser estimado pela equacdo de

Nernst. No caso do K', o potencial de equilibrio (Ex) ¢ dado por E, = R—;ln% ,onde R¢éa
z i

constante dos gases; T é a temperatura em graus Kelvin; ‘z’ ¢ a valéncia do ion em questdo; F' ¢ a
constante de Faraday; e [K'], e [K']; s3o as concentragdes de K' fora e dentro da célula,
respectivamente (Varanda et al., 2004). Os potenciais de equilibrio do K™ e Na" calculados a partir da
equacdo de Nenrst e de acordo com os gradientes de concentracdo apresentados acima sdo: Ex = -
87,94 mV e Ena= 170,54 mV.

Da difusao de ions e separagdo de cargas através da membrana resulta portanto um potencial
de membrana, com aciimulo de cargas negativas na superficie interna da membrana e positivas, na

superficie externa. Embora estas cargas acumuladas junto a superficie da membrana representem
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somente uma fragdo muito pequena do total de ions dentro e fora da célula, elas sdo suficiente gerar
um potencial de membrana constante durante o repouso (potencial de membrana de repouso, Em).

O potencial de membrana ¢ fungdo dos potenciais de equilibrio (potencial de Nernst) dos fons
aos quais a membrana ¢ mais permeavel, lembrando que a permeabilidade para um dado ion ¢
proporcional ao numero de canais abertos ao mesmo. Devido a grande permeabilidade da membrana
ao K", o potencial de membrana se aproxima muito ao potencial de equilibrio deste ion (Goldman,
1943; Varanda et al., 2004; Aidley, 1998).

Embora a permeabilidade ao Na’ seja muito baixa, ela ndo é nula, e ocorre uma pequena
entrada deste fon na célula, segundo seu gradiente eletro-quimico. Esse pequeno influxo de Na"
diminui a densidade de cargas negativas no lado interno da membrana, afastando o E,, de valores do
Ex. Quanto mais o E,, diverge do Ex, maior a forca eletroquimica que impele o K* para fora da célula
e conseqiientemente maior o efluxo de K". No equilibrio, o efluxo de K* ¢ contrabalangado pelo
influxo de Na'. Deste modo, 0 Em em repouso ¢ também influenciado Ey, , mas em menor grau,
dada a baixa permeabilidade da membrana ao Na'. Normalmente a relagdo entre as permeabilidades
(Pnapk) € muito baixa em repouso, ou seja, a membrana ¢ muito mais permeavel ao ion K" e dessa
maneira o potencial de membrana estara mais préoximo do potencial de equilibrio do K* (87,94 mV).
Ja durante o potencial de agdo, quando inicialmente ha grande aumento da permeabilidade ao Na', e
isto causa marcante influxo deste ion e alteracdo do Em em dire¢do a En, (+70,54 mV) (Varanda et
al., 2004).

Durante o repouso e atividade, o fluxo passivo de K* para o meio extracelular e o influxo de
Na' para o citosol sdo constantes e tendem a dissipar o gradiente de concentragdo destes ions através
da membrana. A dissipacao deste gradiente quimico ndo ocorre gragas a atividade da ATPase de
Na'/K" (bomba de Na'), que transloca 3 ions Na' para para o meio extracelular e 2 fons K™ do meio
extracelular para o citosol, mantendo baixa a concentracdo intracelular de Na" e alta a concentracio
intracelular de K . Como a ATPase de Na'/K" move ions contra seus gradientes quimicos, ela requer
energia, obtida pela hidrolise do ATP. A resultante do funcionamento desta bomba ¢ um efluxo de

cargas positivas que tende a hiperpolarizar levemente a membrana (Aidley, 1998).
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1.2.2. Potencial de A¢ao Cardiaco
Quando um impulso despolarizante chega a fibra cardiaca, ocorre um grande aumento da
condutincia da membrana ao Na', forte influxo destes ions e uma despolariza¢io rapida seguida de

repolarizag¢do; a esta variacdo de potencial denomina-se potencial de agdo, que apresenta 4 fases

(Bers, 2001) (Figura 1.3):

Fase 0 — Despolarizaco rapida, Abertura dos canais rapidos de Na': nesta fase ocorre ativagdo dos

canais rapidos de Na’. A entrada de Na" na célula causa rapida despolarizagio da membrana e
reversdo do Em, que atinge um pico de aproximadamente 50 mV (positivo na face intracelular da
membrana, com relacao a extracelular).

O NSA funciona como marcapasso natural e o atrio direito comanda a contragdo do musculo
ventricular. Isto se deve a dois fatores: menor duracdo do potencial de acdo nos atrios do que nos
ventriculos (0,15 vs 0,3 s) e despolarizacdo espontanea das células atriais (Opie, 1988). A
despolariza¢ao das células do marca-passo (NSA) ocorre de forma diferente do que no ventriculo.
Como a membrana destas células apresenta maior permeabilidade ao Na', seu potencial de membrana
¢ maior do que das células ventriculares (-55 mV vs -90 mV) e tende a elevar-se espontaneamente.
Neste potencial de membrana (-55 mV), ha acomodagio e inativagdo dos canais rapidos de Na’, que
se encontram fechados; e a despolarizagao passa a depender somente da abertura dos canais lentos de
Ca®"/Na’. Por esta razio, a despolarizagio das células do marca-passo apresenta duas fases, uma

despolarizagdo lenta e uma répida.

. ~ . e ~ . . ~ . +
Fase 1 — Repolarizacdo inicial: esta fase depende ndo somente da inativa¢do dos canais de Na', mas

principalmente da abertura de canais de K de rapida ativacio e inativacdo e da corrente transiente de

saida de K" (Ito) através destes canais.

Fase 2 - Platd: Os canais lentos de Ca”", que comecaram a se abrir lentamente em -60. Quando o

potencial de membrana atinge -50 mV, eles se encontram completamente abertos. O potencial de
membrana (Em) permanece proximo a 0 mV, havendo um balanco entre correntes de entrada
(principalmente corrente de Ca®", via canais do tipo L, Icar) e de saida (correntes lentas de K™, Ix). O

. 2+ , , . ~ ~
influxo de Ca”™ que ocorre nesta fase ¢ responsavel pela ativagdo do processo de contragdo na fibra

10
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cardiaca. No entanto, como as células ventriculares desenvolvem maior for¢a de contracdo do que as
.« . A . . +
atriais, elas apresentam um platé mais longo, favorecendo influxo prolongado de Ca*" (Bers, 2001).

Fase 3 — Repolarizacdo tardia: Os canais lentos de Ca®" se fecham e a saida de K™ — correntes

retificadora de fundo (Ix;), de ativacdo lenta (Igs) e de ativacdo rapida (Ix;) — leva o potencial de
membrana de volta ao valor normal de repouso (de -90 a -80 mV). A repolarizagdo tardia ¢ finalizada
com o fechamento dos canais de K" voltagem dependentes (Ixs Ix;) quando a a membrana atinge um

potencial similar ao seu potencial de repouso. (Bers, 2001).

Fase 4 — Potencial Diastélico (repouso): A alta condutincia diastolica da membrana ao K , por

canais que conduzem a corrente retificadora de entrada de K" (Ix1) mantem Em proximo de Ex.

+20 mV

-80 mV

I T | t (ms)

0 100 200
Figura 1.3: Principais fases do potencial de acdo ventricular: fase zero: despolarizacdo rapida da membrana;
fase 1: repolarizagdo inicial; fase 2: plato; fase 3: repolarizacao tardia; fase 4: potencial diastolico (de repouso)

(Figura adaptada de Bers, 2001).

1.3. CONTRACAO E RELAXAMENTO DA CELULA MUSCULAR CARDIACA

1.3.1. Contracao e Relaxamento dos Midcitos — Mecanismo das Pontes Cruzadas
O misculo cardiaco ¢ formado por feixe de midcitos, cada midcito com aproximadamente
20 pm de diametro. Os midcitos cardiacos exibem um padrdo estriado que se deve a uma disposi¢ao
altamente organizada de miofibrilas (ou feixes de filamentos contrateis) ¢ dos miofilamentos
dentro das miofibrilas. Os miofilamentos, do tipo fino ou grosso, organizam-se nas miofibrilas em

unidades contrateis, 0s sarcomeros.

11
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Um sarcomero ¢ delimitado por 2 discos Z (ou se considerarmos um modelo plano de
miocitos, podemos dizer linha Z) onde se encontram proteinas que promovem a fixacdo dos
miofilamentos a estes discos. Ele compreende /2 banda I (isotropica) formada de miofilamentos finos;
uma banda A (anisotropica), formada de miofilamentos finos e grossos; e novamente 'z banda I.
Dentro dos limites da banda A, encontra-se a zona H, composta somente de miofilamentos de
grossos (Figura 1.4.A) (Canale et al., 1986).

Na regido dos discos Z, encontramos Tubulos T, RS juncional. A proximidade entre tibulos T
e RS juncional favorece que o Ca** que flui para o citosol durante o potencial de ag¢io (via I¢,) ative o
mecanismo de CICR (Bers, 2001). Do encurtamento de muitos sarcomeros associados em série
resulta o encurtamento da célula cardiaca (Figura 1.4.B). E o Ca’" serve como mediador na
transducdo eletro-mecanica (acoplamento excitacdo contracdo) que resulta na contragdo do midcito

(Guyton, 1988).

A B
Banda A | SR A SR, TR
WMROITE DGO PO TR
L WG SRGEEN EE
2 T WEROEE ORI PR R
4 ﬁ i
Actinz-Mizsina  Linha M

Linha Z

sobrepostas

BRI LT Y TR

Figura 1.4: Estrutura do sarcomero. A) Estando a célula relaxada, miofilamentos finos (em verde) e grossos
(em vermelho) sobrepdem-se apenas parcialmente. B) Ao inicio da contragdo, a sobreposi¢ao dos
miofilamentos finos e grossos é pequena. Porém, na presenca de Ca*", os miofilamentos finos tém seus sitios
de ligagdo para para os miofilamentos grossos expostos € ocorre a interagdo entre estes miofilamentos. Estes
deslizam entre si reduzindo o comprimento do sarcomero de aproximadamente 2,4 pum no repouso para valores
inferiores a 2 pm durante a contragdo. (figura adaptada de Langton P. University of Bristol, Great Britain,

http://www.bris.ac.uk/Depts/Physiology/ugteach/ugindex/; acessado em 25 de novembro de 2003).
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Os miofilamentos grossos originam-se da agregacdo longitudinal e paralela de moléculas
protelcas de miosina. Os miofilamentos de miosina sdo limitados pela linha Z e tém
aproximadamente 100 nm de didmetro e 1,5 a 1,6 pm de comprimento.

As moléculas de miosina (500 kDa) apresentam duas cabegas globulares articuladas com
uma cauda (Figura 1.6). A cauda assemelha-se a uma haste de aproximadamente 1300 nm de
comprimento situa-se ao longo do filamento. A cabeca bilobulada globular, forma saliéncias que
possibilitam a interacdo entre a cabeca globular dos filamentos grossos de miosina e os filamentos
finos de actina, interacdo denominada ponte cruzada (Guyton, 1988; Braunwald, 2001).

Os miofilamentos finos sdo compostos por mondomeros de actina ¢ pelo complexo de
troponina-tropomiosina. Os monomeros de actina sdo globulares e organizam-se em forma de
corrente (filamento de actina). O filamento de actina apresenta sitios de ligagdo para as cabecas das
moléculas de miosina. Estes sitios encontram-se recobertos pelo complexo troponina-tropomiosina,
que controla a interagdo entre miofilamentos de actina e miosina.

O complexo troponina-tropomiosina ¢ formado por moléculas de tropomiosina, dispostas
de forma helicoidal sobre o filamento de actina abrangendo 7 mondmeros deste filamento, e por
moléculas de troponina (Tn). As moléculas de troponina, por sua vez, apresentam 3 subunidades
classificadas de acordo com sua afinidade por diferentes ligantes: TnT, com afinidade pela
Tropomiosina; TnC, com afinidade pelo Ca®"; e Tnl, subunidade inibitéria da Troponina com
afinidade pela actina. A TnT tem forma alongada e dispde-se sobre a tropomiosina em uma extensao
que compreende 3 monodmeros de actina. Este arranjo permite a TnT controlar a posi¢do da
tropomiosina com relagdo ao filamento de actina (Bers, 2001). Tnl, que interage com a actina ou
com TnC, quando Ca®" encontra-se ligado ao TnC. TnC interage com o Ca".

Durante o repouso, enquanto [Ca>']; for baixa (aproximadamente 100 nm), os sitios da TnC
encontram-se livres e a interagdo entre os sitios de ligacdo da Tnl e TnC ¢ fraca, de modo que Tnl
interage sobretudo com actina. Esta intera¢do favorece uma configuragdo do complexo de troponina-
tropomiosina tal, que este complexo ¢ deslocado para fora do miofilamento de actina, cobrindo os
sitios de ligagdo da miosina neste miofilamento, o que impede a interacdo actina-miosina (Bers,
2001).

Com o aumento da [Ca®'];, o Ca®" interage com um sitio especifico da TnC, aumenta a
interacdo entre TnC e Tnl e desestabiliza a interacdo entre Tnl e actina. Isto favorece uma mudanca

de configuragdo do complexo troponina-tropomiosina, descobre os sitios de ligagdo da miosina no
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miofilamento de actina e favorece a interagdo actina-miosina e a formagdo de ‘pontes-cruzadas’
(Katz, 1992). Com a formacao das pontes-cruzadas, a cabega da miosina sofre flexdo (reducao do
angulo entre cabeca e cauda da miosina) e provoca um deslizamento do filamento de actina sobre o
de miosina (10 nm), aproximando as linhas Z do centro do sarcomero (aproximando as linhas Z da
linha M) e encurtamento-o (power stroke) (Katz, 1992).

Quando ligada a actina, a miosina apresenta maior afinidade pelo ATP. A ligacdo da miosina
ao ATP reduz a afinidade desta molécula pela actina, e o0 complexo actina-miosina desfaz-se. Ainda
ligada ao ATP, a cabeca da miosina sofre extensao até alcancar um novo sitio de ligacdo com a
actina (aumento do angulo entre cabega e cauda da miosina) (Bers, 2001; Katz 2001). Como a
cabeca da miosina apresenta atividade ATP4sica ativada por Mg>", o ATP ¢ hidrolisado em ADP e Pi
(Scheuer e Bhan, 1979; Westra et al., 2001). A hidrolise do ATP resulta novamente em aumento da
afinidade da miosina pela actina. Se [Ca”"]; permanece elevada, ocorre nova interagio de Ca*" com
TnC e o processo se repete. A repeti¢do ciclica de pontes-cruzadas (ciclo das pontes-cruzadas)
resulta em deslizamento de um miofilamento sobre o outro e encurtamento dos sarcomeros (7eoria

dos filamentos deslizantes (Guyton, 1988; Katz, 1992).
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Figura 1.5: Interagdo entre Ca’" e proteinas contrateis. A) estruturas do sarcémero: filamento de actina (ou

filamento fino representado por uma cadeia de globulos alongados azuis), tropomiosina (fita azul cobalto)
torcida sobre a molécula de actina recobrindo nesta os sitios de ligagdo para a miosina (representados por
circulos vermelhos), complexo de troponina (TnC, Tnl e TnT, representado pelos esferas cor—de—vinho);
miosina (ou filamento grosso, em azul claro), ADP.Pi (quadrados vermelho e circulo roxo). B) formagdo da
actomiosina: A ligacdo do Ca*" (circulos verdes) a TnC promove alteracdo conformacional da tropomiosina,
que expde os sitios de ligag@o para a miosina no filamento de actina. Miosina interage com actina formando o

complexo actomiosina. C) movimentacdo das pontes cruzadas (power stroke): as cabegas da miosina sofrem

liberam o ADP-Pi, sofrem flexdo ¢ movem os filamentos de actina em direcdo ao centro do sarcomero (linha

M) encurtando o mesmo. D) interacdo ATP-Miosina: esta interagdo reduz a afinidade da miosina pela actina e

provoca seu desligamento. E) hidrélise do ATP: o ATP ¢ hidrolisado na cabega da miosina em ADP-Pi, o que

aumenta a afinidade da miosina pela actina. F) extensio da cabeca da miosina: a [Ca®]; reduz-se, a

tropomiosina volta a cobrir os sitios da actina e a cabeca da miosina extende-se em dire¢do de novos sitios de
interagdo com a actina, preparando-se para o inicio do proximo power stroke, que tera inicio com a ligacao do

Ca”" a TnC (fig.1.6.B). (Freudenrich, 2004.: http://health.howstuffworks.com/muscle3.htm).
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1.3.2. Contraciio do Miécito sob ponto de vista de Transporte de Ca**

Influxo e Mobilizaciio de Ca’" a partir do Reticulo Sarcoplasmatico

A contragdo cardiaca inicia-se a nivel celular, com a despolarizagdo das células cardiacas pelo
potencial de a¢do (PA), abertura dos canais de Ca*" do tipo L e influxo de Ca®" através destes canais
(Bers, 2001).

O influxo de Ca** promove o aumento localizado da concentracdo de Ca’" livre no citosol
([Ca*']) sob a membrana plasmatica (no espago subsarcolemal), que desencadeia a liberagdo de
grande quantidade de Ca*" a partir do reticulo sarcoplasmatico (RS) por meio de um mecanismo
conhecido como libera¢io de Ca®” induzida por Ca®" (CICR) (Fabiato, 1985).

A liberagio de Ca™ a partir do RS ocorre na regido juncional desta organela, na qual canais
de Ca*" do tipo L localizados em invaginagdes da membrana plasmatica (tibulos transversos ou
tabulos T) encontram-se em grande proximidade com canais de liberagdo de Ca>” do RS (CLCR). Os
tubulos T ramificam-se penetrando nos sarcomeros até as proximidades do RS. Na célula cardiaca, as
regides de contato entre os tibulos T e RS denominam-se diades (Bers, 2001).

O RS consiste de uma rede de tubulos intracelulares que circundam as miofibrilas (feixes de
miofilamentos compostos de proteinas contrateis). Esta estrutura favorece a mobilizagdo rapida de
Ca®’, o aumento rapido da [Ca®]; no citosol por meio do mecanismo de CICR, o que resulta em
interacdo deste ion com as proteinas contrateis e contracdo (vide figura 1.6). O RS ¢ uma organela

importante tanto na contra¢do quanto no relaxamento dos midcitos.

1.3.3. O Relaxamento sob o Ponto de Vista de Transporte de Ca**

Remocio de Ca’* do Citosol pelos Transportadores de Ca**

Enquanto a contragdo ocorre em fun¢do do aumento da [Ca®];, o relaxamento ocorre pela
queda da mesma até niveis comuns durante a distole. Isto se da pela captacdo de Ca®" para o interior
de organelas citoplasmaticas como o reticulo sarcoplasmatico (RS) e mitocondrias (Mito) e extrusao
para o meio extracelular (MEC) por meio da troca Na"/Ca> (NCX) ou por meio da ATPase de Ca*"

do sarcolema (A-SL) (vide figura 1.6).
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A captacio de Ca®" para o RS ocorre pela acio da ATPase de Ca*” do RS (4-RS), que
transporta 2 fons Ca®" por molécula hidrolizada de ATP contra um gradiente de concentracdo. A
[Ca®]; varia de 100 nM na didstole a 700 MM de Ca’" na sistole (Bers, 2001), enquanto que a
concentracio de Ca’" livre no lumen do RS oscila entre 0,463 a 0,677 mM (=1 mM) (Saiki e
Ikemoto, 1997). A-RS e NCX contribuem para a redugdo da [Ca*']; , atuando em conjunto para
promover o relaxamento; quimicamente porém, competem pelo mesmo ion (Bers ef al., 1993).

Avaliando a contribuicdo relativa de cada um destes transportadores para o relaxamento de
miocitos, Bassani ef al.(1992, 1994a) e Bassani e Bassani (2002) observaram que as contribui¢des
relativas da A-RS e da NCX para o relaxamento de midcitos de ratos sdo, respectivamente, 90% e 7%,
enquanto que em coelhos, sdo de respectivamente 70 % e 28%.

A atividade da A-RS ¢ regulada por fosfolambam (PLB). Esta ultima proteina, quando
desfosforilada, interage com a A-RS, inibindo-a, por induzir nesta ultima mudangas conformacionais
que resultam em descréscimo de sua afinidade pelo Ca** e redugio de sua taxa de transporte (Brittsan
et al., 2003; Cornea et al., 2000; Frank et al., 2002; Kimura et al., 1996; Maclennan e Kranias, 2003;
Schmidt et al., 2001; Tada e Toyofuku, 1996; Tada et al., 1998; Tada, 2003).

O estudo destes transportadores durante o relaxamento de midcitos mostrou que a fungao dos
mesmos depende da espécie e da idade do animal (Bassani et al., 1992; Bassani et al., 1994a,b;
Bassani e Bassani, 2002; Sham et al., 1995). Na literatura ha relatos de que diversas condi¢cdes que
requeiram um remodelamento cardiaco, possam favorecer o aumento da expressao e/ou atividade da
NCX. Dentre estas condigdes podemos citar a hipertrofia induzida por sobrecarga pressorica

(Ahmmed et al., 2000) e insuficiéncia cardiaca (Hobai e O’Rourke, 2000).

17



1. INTRODUCAO

Meio Extra-celular f

! Ca2t 3Na*
Ca? —» D> Ca?t <——" a
ICa CLCR @
Ca2+

Ca?t —» »Ca?t

Figura 1.6: Representagdo esquematica dos mecanismos de mobilizagdo de Ca®" na contragio e remogio de
Ca”" que ocorrem durante o relaxamento celular. A contragdo inicia-se pelo influxo de Ca®* (Ic,) através de
canais de Ca*" do tipo L. O aumento da [Ca*']; nas proximidades do CLCR (cor laranja) provoca a liberagio de
Ca”>" induzida por Ca** (CICR). A contra¢io resulta de aumento da [Ca®’]; e associagdo de Ca’" aos
miofilamentos. O relaxamento se inicia com a queda da [Ca*"]; devido a captagio de Ca*" pelo RS por meio da
A-RS, a extrusio de Ca®" para o meio extra-celular por meio da troca Na*/Ca*" (NCX), a captagio de Ca*" para
as mitocondrias pelo Uniporter mitocondrial e a extrusdo de Ca®" para o0 MEC pela A-SL. Os mecanismos
que favorecem mobilizagio de Ca®" e contragdo estdo representados em preto e em tons de vermelho. Os
mecanismos participantes da remogdo de Ca’" e do relaxamento estdo representados em tons de verde

(modificado de Bers, 2001).
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1.4. A RELACAO PRESSAO-VOLUME NO VENTRICULO ESQUERDO

O desempenho do coracdo como bomba ¢ determinado pela sua capacidade de manter débito
cardiaco (volume/minuto) em fun¢do de quatro fatores: a) pré-carga, b) pés-carga, e c¢)
contratilidade cardiaca (inotropismo) e d) frequéncia cardiaca. A relacdo pressdao-volume do
ventriculo esquerdo (alga pressdo-volume) fornece informacdes sobre estes fatores e sobre o trabalho
realizado por este ventriculo durante o ciclo cardiaco (Opie, 1988, Braunwald, 2001).

O ciclo ventricular ¢ descrito da seguinte forma (figura 1.7): ao fim da diéstole/inicio da
sistole, estando as valvas mitral e aortica fechadas (fig. 1.7, ponto A), o ventriculo contrai-se sem
ejetar sangue, causando um aumento de pressdo intracavitaria (contragdo isovolumétrica; fig. 1.7,
segmento A-B). Quando a pressdo sanguinea no ventriculo excede a pressao no segmento inicial da
aorta, ocorre a abertura da valva aortica (fig. 1.7, ponto B) e o sangue ¢ ejetado desta cAmara para
dentro do sistema arterial (fase de eje¢do; fig. 1.7, segmento B-C). Conforme o ventriculo se esvazia
e a pressdo no seu interior cai, a valva adrtica fecha-se (fig. 1.7, ponto C), finalizando o periodo de
ejecdo. A abertura e fechamento da valva adrtica limitam, portanto, o periodo de ejecdo, do qual
também depende o volume de eje¢do. Apds o periodo de ejecdo, inicia-se o relaxamento ventricular,
o volume de sangue no interior do ventriculo permanece constante (relaxamento isovolumétrico, fig.
1.7, segmento C-D). Quando a pressdo intra-ventricular encontra-se abaixo da pressdo atrial, a valva
mitral abre-se (fig. 1.7, ponto D) e inicia-se o enchimento ventricular (fig. 1.7, segmento DA). O
enchimento ventricular ¢ limitado pela abertura e fechamento da valva mitral, que, por sua vez,

dependem da pressao intraventricular.
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Figura 1.7: Alga pressdo-volume do ventriculo esquerdo (VE). O ciclo do VE esta compreendido entre as
relagdes de pressdo-volume diastolico (rpvd) e pressao-volume sistdlico (rpvs), que refletem propriedades
mecanicas do tecido ventricular: intropismo (durante a sistole) e complacéncia (durante a diastole). Ao final da
diastole (ponto A, volume diastolico final), inicia-se a contracdo isovolumétrica (segmento A-B), fase na qual
o VE contrai-se estando as valvas mitral e adrtica fechadas. No ponto B, a contragdo do VE faz com que a
pressdo na cdmara ventricular supere a pressao no seguimento inicial da aorta (pds-carga) provocando abertura
da valva aortica (B); o que da inicio a fase de ejecdo (segmento B-C). Em seguida a valva aortica fecha-se (C)
e inicia-se o relaxamento isovolumétrico (segmento C-D). Em D, ocorre abertura da valva mitral e
enchimento do ventriculo esquerdo até o fechamento da valva mitral (A), correspondente ao final da diastole

(pressao diastolica final ou pré-carga). (Braunwald, 2001).

1.4.1. Pré-Carga

A pré-carga do ventriculo esquerdo, representada pelo volume imediatamente antes da
contracdo, também € descrita pela pressao intracavitdria antes do inicio da contragdo isovolumétrica
(Figura 1.7). Ela ¢ influenciada pelo retorno venoso ao atrio esquerdo e pelo volume sanguineo total
(Braunwald, 2001). O retorno venoso ¢ o volume conduzido ao ventriculo esquerdo durante a didstole
ventricular e a sistole atrial esquerda e define a pré-carga. Sob o ponto de vista hemodinamico, a pré-
carga ¢ considerada a pressdo de enchimento do ventriculo esquerdo; a nivel celular e subcelular, ela
corresponde ao comprimento de repouso dos midcitos e ao grau de estiramento dos sarcomeros

determinados pelo volume diastolico final. Um aumento da pré-carga implica em maior estiramento
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das paredes do ventriculo esquerdo durante a diastole ventricular (Katz, 1992; Edmunds, 1997;
Opie, 1998).

A influéncia da pré-carga sobre o desempenho cardiaco ¢ explicada pelo mecanismo de
Frank-Starling, que estabelece que, a for¢a de contracdo e o comprimento da fibra muscular em
repouso apresentam uma correlagdo positiva dentro de certos limites (Braunwald, 2001; Opie, 1998).
Em outras palavras, a for¢a de contracdo do VE ¢ ajustada de acordo com o volume de sangue
contido em sua cavidade ao fim da didstole (pré-carga), o que se deve ao fato de o midcito ajustar a
atividade das pontes cruzadas em funcdo de seu estiramento. A correlacdo positiva entre forca e
comprimento € observada para comprimentos do sarcoémero compreendidos entre 1,9 a 2,3 um (Opie,
1998).

Uma das explicagdes para esta correlagdo positiva ¢ nimero de pontos de contatos entre os
miofilamentos de actina e miosina. Com o sarcdmero pouco estirado (comprimento inferior a 1,9um),
as extremidades centrais dos filamentos de actina provenientes de ambos discos Z sobrepde-se no
centro do sarcomero, de modo que o filamento de actina proveniente de uma extremidade do
sarcomero se interponha entre o filamento de actina e o miosina adjacentes da extremidade oposta, o
que interfere na interacdo miosina-actina (“double overlap). Na medida em que o sarcomero ¢
estirado até aproximadamente 2 pm, esta interferéncia ¢ gradualmente reduzida e ha aumento
correspondente do numero de pontes-cruzadas disponiveis. A interagdo maxima, correspondente a
forca méxima, ocorre quando o comprimento do sarcomero atinge valores aproximados entre 2 a 2,3
um. Um estiramento adicional do sarcomero (acima de 2,4 um), reduz novamente o nimero de sitios
de interagdo entre miosina e actina e a for¢ca de contragdo do midcito (Braunwald, 2001; Edmunds,
1997; Opie, 1998).

Outra explicagdo para a correlacdo positiva entre for¢a de contracdo e comprimento da fibra
muscular é o aumento da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?* e maior ativacdo da ATPase de
Ca’" devido ao estiramento (Kuhn et. al., 1990; Tavi et. al., 1998). Segundo Smith e Fuchs (Smith e
Fuchs, 2000; Fuchs e Smith, 2001), a maior proximidade entre miofilamentos grossos e finos (menor
espacamento lateral) e o aumento do niumero de sitios de ligacao de alta afinidade entre a actina e
miosina favorecem a interacao das cabecas da miosina com a actina.

Portanto, o mecanismo de Frank-Starling funciona como um eficiente fator de regulagdo da
forca de contracdo pelo enchimento cardiaco acompanhando oscilagdes fisioldgicas do sistema

cardiovascular como o ciclo respiratdrio, mudancgas posturais, variacdes da pressao arterial, exercicio
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fisico, etc. Este mecanismo porém, constitui um suporte de acdo limitada em sobrecargas cardiacas
sustentadas (Rocha e Silva Jr., 1973).

O enchimento e a complacéncia do ventriculo sdo descritos pela relagdo entre pressdo e
volume diastolicos (figura 1.7., rpvd), que apresenta certa variabilidade. A complacéncia ou
distensibilidade do ventriculo ¢ definida como a variagdo de volume diastdlico normalizada pela
variacdo de pressao (dV/dP). A rigidez ventricular, reciproca a complacéncia, ¢ dada pela variagao
da pressdo normalizada pela variagdo de volume diastolico (dP/dV). Um aumento da rigidez
ventricular altera a relagdo entre pressdo e volume diastolicos (rpvd, figura 1.8.C relagdo E),
deslocando-a para cima (figura 1.8.C, relagdo E’) (Edmunds, 1997), o que limita o periodo de
abertura da valva mitral e o enchimento ventricular. O aumento de rigidez dificulta a compensacao do
efeito da pos-carga unicamente por aumento de pré-carga e requere ativagdo simpatica, que favorece
o inotropismo (for¢ao de contracdo do VE), a fim de facilitar a eje¢do e reduzir o volume sistolico
final (VSFvg), que se encontra aumentado devido a peda de complacéncia ventricular.  Dentre
fatores que comumente afetam a complacéncia e a relagdo pressdo-volume do VE encontram-se a
fibrose e a hipertrofia ventricular, decorrentes de patologias ou do envelhecimento (Opie, 1998;
Klabunde, 2004).

No caso de fibrose, a reducdo da complacéncia ocorre em fungdo do aumento de coladgeno
intersticial (Derumeaux et al., 2002); no caso da hipertrofia, ndo somente ao aumento de colageno
(componente nao contratil), mas possivelmente também a disfungcdo do relaxamento cardiaco
(Apstein e Lorell, 1988; Grossman, 1990; Lorell, 1992; Braunwald, 2001; Badenhorst et al., 2003). O
relaxamento cardiaco, por sua vez, ¢ um processo complexo, que depende ndo somente da resisténcia
passiva do tecido cardiaco e dos midcitos, mas também de energia para promover a queda da [Ca®'];

(Lecarpentier ef al., 1987; Arai et al., 1996, Bailey et al., 1997; Ito et al., 2000; Qi et al, 1997).

1.4.2. Pos-Carga

A pobs-carga pode ser definida como tensdo ou forga por unidade de area de seccdo transversal
atuante sobre as fibras do ventriculo esquerdo no inicio do encurtamento. No organismo intacto, a
pos-carga ¢ determinada pela resisténcia vascular periférica de artérias e arteriolas (Braunwald,
2001). Ela também pode ser considerada a pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo durante a

sistole, necessaria para superar a pressdo na valva adrtica e bombear o sangue do ventriculo para o
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interior do sistema arterial. Ela determina, juntamente com o estado inotropico do coracdo, o volume
de sangue a ser ejetado pelo ventriculo durante a sistole (volume sistélico) (Edmunds, 1997). O
aumento da pos-carga encurta o tempo em que a valva adrtica permanece aberta (periodo de eje¢do)
e, conseqiientemente, o volume sistolico. Deste modo, a reagdo ao aumento de pos-carga nos
primeiros batimentos ¢ a reducdo do volume sistolico e, consequentemente, queda da pressdo arterial
(figura 1.8.A) (Klabunde, 2004). A reducdo da pressdo arterial ¢ registrada pelos baroreceptores do
seio carotideo e conduzida até os centros medulares do tronco cerebral, onde evoca reflexos que
resultam na reducdo do tOnus parassimpatico e no aumento do tonus simpatico. O aumento da
atividade simpatica sobre os vasos se traduz em vasocontri¢do (aumento da resisténcia de arteriolas e
reducdo da complacéncia venosa), favorecendo o aumento do retorno venoso para o VD e,
indiremente, para o VE (aumento do volume diastélico final do VE, VDFyg). Sobre o coragdo, o a
estimulagdo simpativa promove aumento da forca de contragdo (inotropismo) e da frequéncia
cardiaca (cronotropismo) (Klabunde, 2004). Este mecanismo compensatorio agudo - ativacio
simpatica — € mais eficiente enquanto o cora¢do ndo estiver operando ao longo da por¢do mais
inclinada da relacdo pressdo-volume diastdlico (figura 1.8.B, relacdo E), isto é, enquanto ainda
houver reserva de pré-carga. Nesta situagdo, um aumento da pos-carga (figura 1.8.B, pontos B—B’)
resulta em aumento compensatorio do VDFyg (figura 1.8.B, pontos A—A’). O aumento da pré-carga
provoca estiramento dos miocitos e faz com que o VE desenvolva maior forca de contracdo, seja
capaz de manter o volume sistolico, mesmo ejetando o sangue contra uma maior pressdo que tenda a
diminuir o periodo de eje¢ao (Klabunde, 2004).

A manutencido da pos-carga, a tensdo parietal elevada e o reduzido volume sistélico
resultam em ativag¢do simpatica e de vias que sinalizam a inducdo da hipertrofia (Braunwald, 2001).
Em nosso modelo, o aumento de pds-carga foi decorrente de estenose aortica, obtida por coarctagao.

Na estenose aortica, o esvaziamento do ventriculo esquerdo ¢ dificultado pela grande
resisténcia ao fluxo de saida, que tem como consequéncia, reducao do volume sistolico e aumento do
volume sistolico final (volume sistdlico final do VE, VSFyg; figura 1.8.A, ponto C’). A redugdo do
volume sistolico deve-se a diminui¢do da velocidade de encurtamento da fibra devido ao aumento da
pbs-carga. Mas, como o VSFyg encontra-se aumentado, este excesso ¢ adicionado ao retorno venoso
provocando aumento do VDFyg (volume diastélico final ou pré-carga). O aumento na pré-carga, por

sua vez, ativa o mecanismo de Frank-Starling que resulta em aumento da for¢a de contragdo, que se
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contrapoe ao aumento da resisténcia ao fluxo de sangue a ser ejetado pelo VE (Opie, 1998; Klabunde,
2004).

Na estenose adrtica moderada, este aumento da pré-carga pode ser suficiente para manter o
volume sistélico normal. Na estenose adrtica severa também ocorre aumento compensatério do
volume diastélico final, mas este juntamente com a ativacdo do mecanismo de Frank-Starling podem
ser insuficientes para evitar a reducdo do volume sistolico (ejetado), devido ao grande aumento do
volume sistdlico final. A redugdo do volume sistélico (ejetado) pode ser observada pelo fato de o
volume sistolico final apresentar maior aumento do que o volume diastélico final (Klabunde, 2004).

As alteragdes descritas até entdo nao incluem os mecanismos compensatorios cardiacos e
sistémicos acionados para manter o débito cardiaco e a pressdo arterial. Estes mecanismos
compensatorios ndo estdo restritos a vasoconstricdo sistémica, mas incluem também aumento do
volume sanguineo, aumento da freqiiéncia cardiaca e aumento do inotropismo (Klabunde, 2004).

Estas alteracdes sao mais facilmente representadas por meio de relagdes pressao-volume.

1.4.3. Efeitos da sobrecarga pressorica sobre a al¢a pressao-volume

A da al¢a pressdao-volume ¢ util na avaliagdo do desempenho cardiaco sob condi¢des
fisioldgicas e patofisiologicas. A figura 1.8 ilustra quatro condicdes: relagdo pressdo-volume normal,
efeito imediato do aumento da pos-carga (figura 1.8.A), compensacdo rapida do aumento da pos-
carga por ativagao neuro-humoral (figura 1.8.B) e compensagdo do aumento da pds-carga pela
hipertrofia (figura 1.8.C).

Nos primeiros batimentos apos o aumento da pos-carga, a pressao desenvolvida pelo VE nao
¢ suficiente para bombear todo o sangue contido nele. Como consequéncia, ao fim da sistole ha um
aumento do volume de sangue remanescente no VE (volume sistdlico final, VSF) e reduciao do
volume sistolico ejetado (VS). A redugdo de VS provoca uma queda de pressao, que € registrada por
baroceptores na regido do arco aortico e na cardtida (figura 1.8.A) (Klabunde, 2004).

A compensacio rapida ao aumento de pds-carga da-se por ativacdo neuro-humoral com
aumento do tonus simpatico. A queda de pressdo registrada nos baroceptores promove ativacao
reflexa do sistema nervoso simpatico (SNS) e liberacao de catecolaminas — epinefrina e norepinefrina

— por terminagdes nervosas e adrenal.
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As catecolaminas apresentam efeito cronotropico positivo (aumento da frequéncia cardiaca),
efeito dromotropico positivo (aumento da velocidade de conducao dos estimulos no coragdo) e efeito
inotropico positivo (aumento da forca de contragao) via ativacdo de receptores B;. Sobre artérias e
veias, elas apresentam efeito vasoconstritor (via receptores al e a2). O efeito geral de concentragdes
baixas a moderadas de epinefrina ¢ o aumento do débito cardiaco, redistribuicao da circulagdo com
pequena alteracdo da pressdo arterial média, devido a queda da resisténcia vascular sist€émica via
ativacdo de receptores B2 que mediam vasodilatacdo. Entretando, em em altas concentracdes,
epinefrina causa aumento de pressdo arterial devido a ativacdo de receptores adrenérgicos ol
(Guyton, 1986; Klabunde, 2004). Os efeitos da vasoconstrigdo e aumento da pré-carga decorrentes
da ativacdo simpatica sao mostrados na figura 1.8.B (ponto A desloca-se para A’), onde observamos
um leve deslocamento da alga PV para a direita e para cima (linha pontilhada). O volume sistdlico ¢
mantido pelo aumento da pré-carga (figura 1.8.B, manuten¢do da inclinag¢do da reta F) (Katz, 1992,
p.647-649; Edmunds, 1997; Opie, 1998).

Um mecanismo compensatorio que atua mais a longo prazo consiste na ativagao da cascata de
renina-angiotensina-aldosterona que resulta em aumento da volemia e contribui para o aumento da
pré-carga (Junqueira, 1997).

O aumento cronico da pés-carga (e.g. estenose aortica) promove um aumento da tensao
sobre as paredes ventriculares (tensdo parietal, T). A Lei de Laplace pode ser empregada para o
entendimento de como o remodelamento cardiaco durante a hipertrofia favorece a reducao da tensao
exercida sobre as paredes cardiacas. O corac¢do pode ser modelado como um cilindro pressurizado, no
qual a tensdo exercida sobre as paredes (tensdo parietal, T) € proporcional a pressdo dentro do
mesmo (P) multiplicada pelo seu raio (R), dividida pela espessura das paredes (e), T= (P . R)/e. Por
esta equagao, torna-se claro como o aumento da espessura das paredes resulta em reducao da tensdao
sobre as mesmas, e maior resisténcia parietal ao regime de altas pressdes. A adaptagdo a um aumento
cronico da pds-carga ocorre por meio de hipertrofia com aumento da espessura da parede ventricular
que cresce para o interior do VE sem aumentar o volume externo desta camara (hipertrofia do tipo
concéntrica) (Opie, 1988; Braunwald, 2001).

Embora ndo apresente as todas vantagens observadas na hipertrofia fisioloégica desenvolvida
por condicionamento esportivo, a hipertrofia induzida por aumento de pods-carga apresenta a
vantagem de reduzir a tensdo parietal e preservar a fun¢ao contratil. No entanto a longo prazo, a este

tipo de hipertrofia constitui, por si s6, um fator de risco para a doenga cardiovascular, e, quando nao
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tratada, evolui para a insuficiéncia cardiaca (Liao, 2002). A hipertrofia miocitaria, embora contribua
para o aumento da rigidez do tecido, favorece também a fun¢do contratil; enquanto que, a hipertrofia
de tecido intersticial ocorre com aumento de colageno e reducdo da complacéncia ventricular
(Klabunde, 2004). Cingolani et al.(2004) atribui ao coldgeno um papel benéfico na manutengdo da
funcdo sistolica de ratos espontaneamente hipertensos.

Os efeitos da reducdo da complacéncia miocardica diastolica podem ser vistos na alca
pressdo-volume de um coracdo hipertrofiado (deslocamento da rpvd E para E’, figura 1.8.C), bem
como aumento do inotropismo e manuten¢do do volume sistolico (aumento do coeficiente angular da
relacdo pressao volume sistolicos; deslocamento da rpvs para cima — F desloca-se para F’).

A contratilidade, forca de contragdo ventricular, sofre influéncia de fatores como tonus
adrenérgico, hipertrofia, isquemia (Edmunds, 1997; Braunwald, 2001). Convém notar que, com a
reduc¢do da complacéncia diastdlica, reduz-se a capacidade do coragdo hipertrofiado em aumentar o
volume diastolico final (VDF, que corresponde a pré-carga) (figura 1.8.C, pequeno deslocamento de
A para A’). A manutencdo do volume sistolico passa a depender sobretudo do aumento da
contratilidade (figura 1.8.C, rpvs dada por F’) (Balke e Shorofsky, 1998; Braunwald, 2001; Edmunds,
1997).
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Figura 1.8: Relagdes pressdo-volume do ventriculo esquerdo sob condigdes fisioldgicas e fisiopatologicas.
A linha empregada para a alga controle € continua; para algas que representam adaptacdes a sobrecarga
pressorica, tracejada.

A) alca controle e em resposta ao aumento agudo da pés-carga: em um primeiro momento, o aumento da

pos-carga provoca reducdo do volume sistolico ejetado (VS). VS estd representado por setas horizontais
continua (controle) e tracejada (ap6s aumento de pos-carga).

B) alca controle e ap6s compensacio imediata do aumento da pds-carga por_ativacio neuro-humoral:

uma compensagdo imediata do aumento da pds-carga (B—B’) consiste no aumento da pré-carga (A—A’). O
volume sistolico ¢ mantido devido ao aumento do retorno venoso obtido por ativagdo neuro-humoral e
vasoconstri¢do. O inotropismo do ventriculo ndo se altera (manutengdo da relagdo F).

C) alca controle e ap6s compensacido do aumento da pds-carga pela hipertrofia: com a manutengao da

pos-carga instala-se a hipertrofia, que ocorre com concomitante diminui¢cdo da complacéncia diastélica do VE
(deslocamento E—E’) e aumento do inotropismo durante a sistole (deslocamento da relacdo F para F’). A
figura representa uma situagdo na qual a fungdo sistolica e o volume sistolico sdo mantidos. O volume
diastolico final do VE (VDFyg) encontra-se aumentado devido a venoconstri¢cdo por ativacao simpatica, o que
resulta em aumento da pré-carga. O volume sistolico final do VE (VSFyg) encontra-se normalmente elevado
em casos de estenose aortica. O trabalho realizado para manter o volume sistolico (volume ejetado durante a
sistole), dado pela area delimitada pela alga pressdo-volume, € maior em casos de estenose aortica e durante a
hipertrofia do que em situagdes controle. Alteracdes da frequéncia cardiaca, ndo consideradas aqui, também

podem alterar estes al¢as (adaptada de Edmunds, 1997 e Klabunde, 2004).
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1.5. HIPERTROFIA CARDIACA — ASPECTOS MOLECULARES:

Hipertrofia ¢ o aumento das dimensdes de um membro, orgdo, ou ainda de uma célula. No
caso do coragdo, ela esta associada a diversas alteragdes que variam de remodelamento de miocitos -
aumento das dimensdes miocitarias, rearranjo estrutural dos mesmos, alteracdo de propriedades
elétricas e de processos de sinalizagdo — a remodelamento de tecido intersticial e fibras coldgenas e
de tecido vascular. Estas alteragdes contribuem para que a hipertrofia seja um fator de risco para
morbidade e mortalidade (Campbell et al., 1991; Braunwald, 2001).

Alguns autores defedem que o crescimento hipertréfico cardiaco ¢ semelhante ao fisioldgico e
pode ser atribuido somente a hipertrofia miocitaria. Argumentos a este favor foram apresentados por
Korecky e Rakusan (1978), que comparando miocitos hipertrofiados (por constricdo adrtica) com
normais provenientes de coracdes de igual peso, observaram que os ultimos apresentavam igual
volume. Resultados semelhantes foram observados por Rakusan et al.(1984) na hipertrofia induzida
por hipertensao e corroborados por Van der Laarse et al.(1989).

Entretanto, Anversa ef al.(1986) constataram em tecido cardiaco e em midcitos de coragdes
hipertrofiados diferencas a nivel histoldgico e subcelular. De fato, a hipertrofia a cardiaca pode ser
atribuida, entre outros fatores, ao aumento das dimensdes miocitarias; mas também ao aumento de
colageno intersticial e de proliferacao de tecido vascular (Eleftheriades et al., 1993; Anversa et al.,
1975; Loud et al., 1978). Quanto ao tecido vascular, estes autores observaram redug¢ao do volume
luminal com relagdo a superficie dos capilares; a nivel subcelular, constataram uma reducio
potencialmente desfavoravel do volume mitocondrial com relagdo ao volume das miofibrilas, o que
possivelmente compromenteria a mobilizacdo e o fornecimento de energia para a demanda dos
midcitos durante a contracdo frente a sobrecarga pressorica. A propor¢do de RS com relagdo ao
volume citosoélico também se encontra aumentada (Anversa et al., 1976; Anversa et al., 1978).
Recentemente had crescentes evidéncias de que a hiperplasia (proliferagdo de midcitos) possa

contribuir para a hipertrofia cardiaca (Anversa et al., 1990; Anversa et al., 1992; Leri et al., 2002).

1.5.1. Estimulos na sinalizacdo da inducio de hipertrofia
A hipertrofia resulta da ativagdo da sintese protéica, controlada por meio de mecanismos

transcricionais, translacionais e/ou pos-translacionais (Ito et al., 1980; Fuster et al., 2000; Cooper,

28



1. INTRODUCAO

1997). Esta ativagdo pode ser por acoplamento direto, quando a ativacdo da sinalizagdo da
hipertrofia resultar diretamente de estimulo mecanico (Domingos et. al., 2002; Cooper, 1990;
Sadoshima e Izumo, 1997) e por acoplamento indireto, quando a ativacdo resultar de estimulos
autocrinos  (hormoénios ou fatores de crescimento de liberacdo local), paracrinos (e.g.
catecolaminas de liberagdo local, endotelina e outros peptideos) ou endécrinos (e.g. catecolaminas,
angiotensina II, tiroxina) (Cooper, 1997; Fuster et al., 2000).

De modo geral, os principais estimulos capazes de ativar as vias de sinaliza¢do da hipertrofia.
sd0: a) estiramento dos miocitos; b) agonistas (i.e. catecolaminas, angiotensina II, endotelina); e c)
fatores de crescimento como Insulin-like Growth Factor (IGF) and Transforming Growth Factor

(TGF).

A) ACOPLAMENTO DIRETO

No caso da ativagdo da hipertrofia por acoplamento direto, estimulos mecanicos sdo
convertidos em sinais bioquimicos (mecanotransdu¢do), como no caso da sobrecarga pressérica ou
volumica que causa estiramento de midcitos por aumento secundario da pré-carga e aumento de
pressdo intraventricular.

O efeito mais direto do estimulo mecanico ¢ a abertura de canais ionicos ativados por
estiramento (SACs). A sinalizagdo da hipertrofia por meio dos SACs parece envolver multiplas vias:
influxo de Na', que se acumula no citosol e ativa secundariamente o influxo de Ca’" via NCX e
cascatas de sinalizagdo dependentes do Ca®*, com ativagdo de proteina quinase C (PKC), ativagdo de
proto-oncogenes e da via c-Jun N-terminal quinase (JNK) (Crozatier, 1996; Opie, 1988; Molkentin e
Dorn, 2001, Nadruz et al., 2004).

Outro efeito direto do estiramento de midcitos na sinalizacao da hipertrofia ¢ mediado por
proteinas do citoesqueleto (desminas, tubulinas) (Opie, 1988). A hipertrofia cronica por sobrecarga
pressorica esta associada ao aumento da densidade da rede de microtiibulos formados por estas
proteinas (e.g.. aumento da polimerizacdo da tubulina); aumento este que resulta em disfungdo
contratil (Ishibashi ef al., 1996; Tagawa et al., 1996, Tagawa et al., 1997, Tagawa et al., 1998;
Tsutsui et al., 1993; Tsutsui et al., 1994; Zile et al., 1999). Scopacasa et al.(2003), estudando a
participagdo da tubulina na hipertrofia, observaram que a inibi¢do da sua polimerizacdo pela
colchicina mostrou-se eficiente na preservagdo da funcdo contratil ventricular ¢ na reducao da

hipertrofia (Scopacasa et al., 2003).
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B) ACOPLAMENTO INDIRETO

B.1) Sinalizadores de liberacdo autdcrina ou paracrina

Um mecanismo indireto pelo qual o estiramento de midcitos ativa os sinalizadores da
hipertrofia estd associado a liberacdo de neurotransmissores e outras substancias ativas na sinalizagao
da hipertrofia. Esta liberacao pode ser autdcrina (pelas proprias células: e.g.. geracdo de angiotensina
II nos midcitos) ou paracrina (geragdao / liberagao de sinalizadores pelas células vizinhas: e.g..
liberagdo de endotelina pelo endotélio; liberacdo de fatores de crescimento, GF, pelos fibroblastos)
(Watson, 1991; Sadoshima et al., 1992; Cooper, 1997; Sadoshima e Izumo, 1997; Opie, 1998;
Yamazaki e Yazaki, 2000; Domingos et al., 2002; Franchini et al., 2000; Franchini, 2002; Torsoni et
al., 2003).

B.2) Sinalizadores de liberacdo enddcrina

Sinalizadores da indu¢do da hipertrofia também sdo liberados por estimulos indiretos, e.g.. em
fung¢do da reducdo do volume sistolico decorrente do aumento da pds-carga, que ativa reflexos
mediados por baroceptores aumentando a liberagdo de neurotransmissores adrenérgicos e reduzindo o
tonus parassimpatico (Klabunde, 2004).

Mecanismos ativadores da hipertrofia através de vias neurais e enddcrinas envolvem
geralmente a ativagdo primaria de receptores como os adrenérgicos (sobretudo al), receptores de
angiotensina I (AT1 e AT2) e o receptor citoplasmatico de endotelina, T3. Estes agonistas atuam na
sinalizagdo da hipertrofia por acoplamento a um receptor acoplado a uma proteina ligante de
nucleotideo da Guanina, GTP (proteina G?) da classe Goq (Molkentin e Dorn, 2001). Uma via
comum ativada por eles envolve ativagdo da quinase fosfolipase C (PLC), que hidrolisa o fosfatidil
inositol bifosfato (PIP2) em inositol-trifosfato (IP3) e diacil-glicerol (DAG), que resultam
respectivamente no aumento da mobilizagio de Ca’™ e ativacdo de proteina quinase C (Morgan e
Baker, 1991; Molkentin e Dorn, 2001).

Agonistas como angiotensina II, endotelina 1, fenilefrina e isoproterenol também atuam na
sinalizacdo para hipertrofia por meio da ativacdo de quinases ativadas por mitogénios (MAPKS)

(Sadoshima e Izumo, 1993; Knowlton et al., 1993).

2 Os receptores acoplados a proteina G sao denominados G protein coupled receptors (GPCR). Importantes no corago
sdo os receptores adrenérgicos (acoplados a Gas, que media efeitos estimulatdrios), receptores colinérgicos (acoplados a
Gai, que media efeitos inibitorios), receptores de angiotensina, receptores a-adrenérgicos e receptores de endotelina
(acoplados a Gaq, envolvidos com a ativacdo de vias de sinalizag¢@o da hipertrofia) (Molkentin ¢ Dorn, 2001; Esposito et
al., 2002).
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1.5.2. Respostas Celulares Gerais Envolvidas na Sinaliz¢ao da Hipertrofia

A resposta celular dos miodcitos ao acoplamento direto pelo estiramento ou indireto pela
ativacdo de receptores por neurotransmissores liberados reflexamente consiste na producdo de
segundos mensageiros (e.g.. IP3, DAG), mobiliza¢io de Ca®’, ¢ ativagdo de enzimas fosforiladoras
ou desfosforiladoras (e.g.. PKC, MAPK, calcineurina). A mobilizagio de Ca®’, importante no
processo de acoplamento excitagdo-contragdo (ECC), ¢ também importante na sinaliza¢do da
hipertrofia. O Ca®" é mobilizado pela ativagdo receptores a-adrenérgicos, de receptores para a
angiotensina (AT1 e AT2) e de receptores para endotelina acoplados a proteina G (Gaq) (Akhter et
al., 1998; Molkentin e Dorn, 2001). Estes receptores ativam a enzima fosfolipase C (PLC), que
hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP3 promove abertura de canais de liberagdo de Ca’" do RS (IP3Rs) e aumento da [Ca'];
A maior [Ca’"] resulta em ativacdo da quinase dependente de Calmodulina (Ca/CaMK) e a proteina
quinase C (PKC). PKC, importante na sinalizagdo da hipertrofia, também sofre ativacdo por DAG
(Moschela e Marks, 1993, Bers, 2001).

Grande parte das substancias envolvidas nas vias de sinalizagdo da hipertrofia sdo enzimas
fosforiladoras, quinases — e.g.. fosfolipase C (PLC), protein kinase C (PKC), signal transducer and
activator transcription (STAT), mitogen activated protein kinase (MAPKs). Algumas destas quinases
sdo ativadas por Ca®" (e.g.. PKC) (Opie, 1988). A via das MAPKs ¢ comum a muitas vias de
sinalizagdo da hipertrofia, razao pela qual serd abordada separadamente a seguir.

Em contraposicdo ao grande numero de quinases, uma fosfatase de serina e treonina activada
por Ca*"-Calmodulina (Ca/CaM) também atua nestas vias, a calcineurina, por meio da ativacio de
fatores de transcricdo da familia de nuclear factor of activated T cell (NFAT). Quando ativada, a
calcineurina desfosforila estes fatores de transcricdo provocando sua translocac¢do do citoplasma para

o nucleo e ativagao de genes (Molkentin e Dorn, 2001).

1.5.3. Vias Gerais de Sinalizacdo da hipertrofia- Via das MAPKSs

Diversas vias de sinalizacdo para a indugdo da hipertrofia envolvem a participagao de
enzimas da superfamilia das quinases ativadas por mitogénios (superfamilias das MAPKs). Esta
superfamilia compreende proteinas quinases de regulacdo extracelular (ERK1/2), c-Jun N-terminal

quinase (JNK) e p38 MAPKs. Estas quinases desempenham papel importante no crescimento do
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coracgdo ¢ na fun¢do cardiaca (Sugden e Bogoyevitch, 1995; Robinson e Cobb, 1997; Esposito et al.,
2002; Wang et al., 1998) e tém a intensidade e a duracdao da sua ativacdo modulada por fosfatases
(MAPK-fosfatases, MKPs), cuja atividade - desfosforilagdo - ¢ oposta a das quinases, (Bueno et al.,
2001). A ativagdo de uma ou mais vias das MAPKs ¢ determinada em func¢do dos estimulos.

Diversos estimulos (i.e. neuro-hormonios, citoquinas, e estiramento) ativam a via da p38
MAPK, cuja inibi¢ao mostrou-se eficaz para prevencao da deterioracao cardiaca observada durante o
progresso da hipertrofia para casos mais severos insuficiéncia cardiaca (Zechner ef al., 1997; Behr et
al.2001).

Rapacciuolo et al (2001) demonstraram as catecolaminas participam da sinalizacdo da
hipertrofia por meio da ativagdo das trés vias de sinalizacio das MAPK — quinase de regulagdo
extracelular (ERK1/2, extracellular regulated kinase), c-Jun N-terminal quinase (JNK) e p38MAPK.
Eles demonstraram que a ativacdo destas vias em resposta a coarctacdo adrtica encontrava-se
completamento inibida em animais transgénicos knocked-out para enzima dopamina beta-hidroxilase,
que converte dopamina em norepinefrina. Destes resultados concluimos a participacdo da ativagao
simpatica ¢ na inducao da hipertrofia in vivo.

Esposito et al.(2001) observaram que a ativacdo destas vias em resposta ao aumento de pds-
carga (coarctacdo adrtica) apresentava uma ordem temporal definida: a ativagdo da via JNK era
imediata, seguida de ativacdo da via das p38/p38b apds 3 dias de coarctagdo adrtica, e da via das
ERK apos 7 dias. Eles observaram também que as vias da ERK e JNK dependem de proteina G da

classe Gagq, enquanto que a via das p38 ¢ mediada por outro tipo de proteina.

1.5.4. Alguns modelos experimentais usados no estudo da hipertrofia ventricular
Sdo muitos os estimulos capazes de induzir a sinalizagdo da hipertrofia ventricular (e.g..
estiramento, pressdo, neuro-hormonios, angiotensina, endotelina) e muitas as vias pelas quais estes
estimulos atuam.
E bem verdade que um estimulo pode ativar diversas vias de sinalizagdo — e.g.. o estiramento
ativa SACs, provoca indiretamente aumento do Ca”", que por sua vez ativa PKC mas pode também
induzir liberacao de endotelina, que induz liberagdo de fatores de crescimento a partir de fibroblastos

(GF, Growth Factor; alguns destes sdo: Insulin-like-growth-factor, 1GF-1; transforming-growth-
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factor-f, TGB-P). Estes fatores de crescimento atuam nos miocitos ativando as tirosina-quinases JAK
/STAT que, por sua vez, ativam proto-oncogenes (Opie, 1988).

Do modo contrério, diversos estimulos podem compartilhar uma mesma via de sinaliza¢ao
para hipertrofia (e.g.. endotelina, angiotensina II, catecolaminas a-adrenérginas ligam-se a receptores
acoplados a Goq e ativam PLC, gerando IP; e DAG, o que resulta em aumento de [Ca®']i e ativacdo
da proteina quinase C, PKC) (Kent e McDermott, 1996; Molkentin ¢ Dorn, 2001).

A importancia de cada uma destas vias varia em fun¢do dos estimulos existentes, dos modelos
empregados. Dentre muitos estimulos capazes de induzir hipertrofia ventricular empregados na
obtencdo de modelos experimentais podemos citar mutacdes genéticas (modelos transgénicos),
intervengdes farmacologicas, intervencdes cirirgicas.

Modelos transgénicos para o estudo da hipertrofia podem ser obtidos por supressdo de gens
(knock-out) ou ainda por superexpressao de gens, i.e. como o da renina, que resulta em ativagdo do
sistema renina angiotensina (Zolk et al., 2002; Rapacciuolo et al, 2001; Sipido et al., 2002; Huggins
et al.,2003; Qin et al., 2003).

Dentre as intervenc¢oes farmacolégicas que induzem a hipertrofia podemos citar estimulagao
adrenérgica (i.e. administracdo cronica de fenilefrina) (Reinecke ef al., 1997), inibicdo da sintese de
oxido nitrico (NO) e ativagdo do sistema renina-angiotensina (Hropot et al., 1994; Oliveira et al.,
2000; di Fusco et al., 2000; Pacca et al, 2002).

Dentre as intervencoes cirurgicas comumente adotadas, podemos citar modelos obtidos por
sobrecarga pressorica induzida por coarctagdo adrtica, hipertensdo renovascular no modelo Goldblatt

de hipertrofia (Medugorac, 1977; Siddiq et al., 2001; Sipido et al., 2002).

1.5.5. Mecanismos ativados na hipertrofia por coarctacao aortica

A hipertrofia por sobrecarga pressorica obtida por coarctagdo da aorta em modelos animais
estd associada portanto ao estiramento da parede ventricular e a liberacdo de neurotransmissores e
hormonios, como as catecolaminas e angiotensina II (Fuster et al., 2000).

Akers et al.(2000) observaram que o curso temporal da ativacdo do sistema renina-
angiotensina sistémico e do sistema nervoso simpatico durante a instalagao da hipertrofia em animais
apos 3, 10, 30 e 60 dias de coarctagdo adrtica também apresentava uma seqii€ncia temporal bem

definida: o aparecimento da hipertrofia coincidia com ativagdo transitéria do sistema renina-
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angiotensina ao terceiro dia apds a coarctagdo; ao décimo dia, havia um aumento na densidade dos
receptores de angiotensina I (AT1) e da atividade do sistema nervoso simpatico; e apos 10 dias,
reducdo gradual da resposta contratil ao agonista de receptores B adrenérgicos, isoproterenol, que foi
atribuida a dessensitizagdo destes receptores.

Em nosso modelo animal de estenose aortica, ¢ possivel que haja ativagdo de estimulos
mobilizados indiretamente pelo estiramento resultante de aumento reflexo da pré-carga, bem como da

ativacdo do sistema renina-angiotensina e sistema nervoso simpatico.

1.5.6. Expressiao dos Transportadores de Ca’* na instalacio da hipertrofia

A literatura relata uma correlagdo de um fendtipo geral da hipertrofia cronica — reducdo do
pico do transiente de Ca®", prolongamento do tempo de relaxamento, perda diastolica de Ca*" pelo
RS (Bailey et al., 1997; Qi et al., 1997; Ito et al., 2000), prolongamento do potencial de agdo
(Ahmmed et al., 2000) — com os seguintes alteragdes dos niveis de determinados mRNA e proteinas:
tendéncia de reducdo da expressao de a-MHC (Myosin Heavy Chain) e substituicdo gradual pela
isoforma lenta B-MHC (Ojamaa et al., 1994; Haddad et al., 1995; Wright et al., 2001), redugdo da
expressao da A-RS (Ho et al., 1998; Takeishi et al., 1999; Nakayama et al., 2003), aumento do
mRNA que codifica 0 NCX e da respectiva proteina (Kent ef al., 1993; Menick ef al., 1996; Menick
et al., 2002). Como o enfoque de nosso estudo & o transporte de Ca*" durante o relaxamento e a
diastole, voltamos nossa aten¢ao para os transportadores atuantes no relaxamento, 4-RS e NCX.

A reducio da expressio da A-RS foi observada por diversos autores em casos de hipertrofia
e/ou insuficiéncia cardiaca (De la Bastie et al., 1990; Wang et al., 1994; Wang e Fuchs, 1994;
Wankerl et. al., 1995; Bailey et al., 1997; Qi et al., 1997; Cadre et al., 1998; Ito et al., 2001; Reilly et
al.,2001; Young et al., 2001; Kogler et al., 2003;). Entretanto, hd alguns relatos de aumento da
expressdao da Serca2 e atividade da A4-RS na hipertrofia suave ou moderada. Arai et al.(1996)
observaram que ratos submetidos por 8 dias a coarctacdo aortica desenvolviam diferentes niveis de
hipertrofia, que variava de suave (cuja razao entre o ventriculo esquerdo (VE) e o peso corporal (PC)
era inferior a 3,0 (VE/PC<3,0) a mais severa (VE/PC >3,5). A funcdo cardiaca encontrava-se intacta
em todos os animais. Animais com hipertrofia suave apresentavam aumento da expressao da Serca2 e

da capacidade de captacio de Ca® por homogenatos de RS.
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Nediani et al.(2000), estudarando porcos ap6s 6 a 96 horas de coarctagdo adrtica, observaram
um gradiente de pressdo entre a aorta proximal e distal de 56 mmHg, 100% de aumento do volume
diastolico final (VDF). Estes autores observaram um aumento transitorio da expressdo da Serca2a e
da captagio de Ca’" em vesiculas de RS apdés 6 horas de estenose adrtica. Estes pardmetros
retornavam ao nivel basal 72 horas apds a cirurgia. Nediani ef al.(2000) sugerem que estes resultados
expressem um mecanismo adaptativo inicial em resposta a sobrecarga pressorica.

Oito semanas apods a coarctagdo aortica, Qi ef al.(1997) ainda ndo constataram em midcitos de
ratos reducdo da expressdo da Serca2a, embora estes apresentassem prolongamento do relaxamento.
Apds 16 semanas de coarctacdo aortica, McCall et al.(1998) constataram, em miocitos de ratos,
diminui¢cdo da expressdo da Serca2a e da enzima codificada por ela, mas ndo observaram redugdo
correspondente da taxa de captagdo de Ca*" em homogenado de miocardio. Estes autores observaram
também diminuicdo do mRNA codificador de NCX, mas sem correspondente redug¢do do transporte
de Ca®" dependente de Na™ através do sarcolema, o que implica que nesta fase, este mecanismo
compensatdrio ainda ndo foi acionado.

Estudos realizados em miodcitos humanos provenientes de pacientes com insuficiéncia
cardiaca também apontaram para diminuigio do mRNA da Serca2a, redugio da captagdo de Ca®"
pelo RS e diminui¢ao da capacidade de encurtamento dos midcitos (Davia et al, 1997). Em casos de
insuficiéncia cardiaca, ha relatos de aumento compensatério do mRNA que codifica o NCX,
acompanhado de aumento de 2 a 3 vezes desta proteina (Kent ef al, 1993; Flesch et al, 1996;
Menick et al., 1996; Studer et al., 1997; Menick et al.2002).

Convém lembrar que os processos adaptativos e a modulacdo da fungdo cardiaca sdo
constantes ao longo da instalacdo e desenvolvimento da hipertrofia em resposta a sobrecarga
pressorica, e estes processos também influenciam a sinalizagdo da hipertrofia.

Segundo Nakayama et al.(2003), a redugdo dos niveis de Serca2a retroalimenta positivamente
a sinaliza¢do da hipertrofia, na medida em que o Ca" deixa de ser captado pela A4-RS, acumula-se no
citosol e promove maior ativagdo da proteina quinase C (PKC), importante na sinalizagdo da
hipertrofia, o que contribui para agravamento da hipertrofia e redugdo adicional dos niveis de
SERCAZ2a (Takeishi et al., 1999).

Uma outra correlacdo entre 4-RS e as vias de sinaliza¢cdo da hipertrofia foi feita por Ho et al.,
(1998). Estes autores observaram que animais animais transgénicos hiperexpressando o Ha-Ras

(oncogene ativador da ERK) (Fuller ef al., 1998) apresentavam hipertrofia cardiaca com redugdo do
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pico do transiente de Ca*", prolongamento deste transiente e redugdo da expressdo da Serca2a. Eles
atribuiram os efeitos observados a redugdo da Serca2a mediada pela ativacao da via de sinalizagdo
Raf-MEK-ERK® (Raf, quinase e oncogene; MEK, mitogen-activated protein kinase kinase ¢ ERK,
extracellular regulated kinase).

Os resultados acima apontam que a modulagdo de transportadores de Ca®" ¢ um possivel
mecanismo adaptativo acionado em resposta a sobrecarga pressorica. Em nosso estudo, pretendemos
verificar se a participacdo relativa dos transportadores de Ca®" no relaxamento de midcitos altera-se
em animais submetidos a sobrecarga pressorica aguda induzida por oclusdo da aorta e correlacionar
estas informagdes com a expressdo (MRNA) de algumas proteinas envolvidas na homeostasia de
Ca®". Pretendemos também estudar a resposta contratil destes midcitos a variagdes de estimulo
inotropico, i.e. da concentragdo de célcio extracelular ([Ca*'],); pois mudangas no trigger Ica,
dependente da [Ca’', , podem fornecer informagdes sobre a eficiéncia do ECC e/ou evidenciar

possiveis disfun¢des (McCall et al., 1998, Ito et al., 2000).

> A Raf é o primeiro elemento da classica cascata citoplasmatica Raf-MEK-ERK que transmite sinais
de crescimento da Ras ativada na membrana plasmatica ate os fatores de transcri¢do no nucleo, seu

papel no controle da proliferacao celular ¢ bem estabelecido (Busca ef al., 2000).
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2.0OBJETIVOS:

Este estudo teve como objetivos avaliar em miocitos ventriculares de rato durante a instalacao
. . . . Jon) 2+
da hipertrofia ventricular induzida por sobrecarga pressorica o transporte de Ca™ durante o

relaxamento e a funcao contratil sob os seguintes aspectos:

« contribui¢io relativa dos transportadores de Ca’* - ATPase de Ca’™ do RS, NCX e
transportadores lentos (ATPase de Ca®" do SL e uniporter mitocondrial) — para a remogio

deste ion do citosol durante o relaxamento.
« resposta contratil do midcito a variacdes da [Ca®'],.
« variagdo da carga de Ca®" do RS em resposta a variagdo da concentragdo de [Ca*"]..

« atividade espontinea e perda de Ca*" do RS durante a diastole.
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3. Materiais € Métodos:

3.1. ANIMAIS:

Foram wusados ratos Wistar, machos (8 a 15 semanas), provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB) da UNICAMP, cujo biotério ¢ credenciado
pelo International Council for Laboratory Animal Science (ICLAS). Os animais foram mantidos
nas seguintes condicdes: gaiolas coletivas forradas com maravalha de Pinus esterilizada (10
animais/gaiola até¢ a sexta semana de idade; a partir desta idade, 5 animais /gaiola). As gaiolas
eram de polipropileno e tinham tampas de arame galvanizado. Os animais recebiam agua filtrada
e racdo autoclavavel Labina (Purina, Paulinia, SP) ad libitum, eram mantidos a temperatura de 19
a 21 °C e submetidos a ciclos de ilumina¢do de 12 horas com luz fluorescente.

Apbs a oitava semana de vida, os animais foram transportados para o biotério do Nucleo
de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE) da UNICAMP, onde foram mantidos antes e apds
a cirurgia, sob condi¢cdes ambientais semelhantes. Antes da cirurgia de coarctagdo adrtica, eram
mantidos de 4 a 5 animais por gaiola; apos a cirurgia, eram mantidos no maximo 2 animais/gaiola

durante 2 ou 7 dias, até o sacrificio do animal.

3.2. COARCTACAO AORTICA E GRUPOS EXPERIMENTAIS:

Os animais foram submetidos a coarctacdo aodrtica conforme descrito por Franchini et al.
(2000) e Torsoni et al. (2003b). Inicialmente, os animais foram anestesiados com uma solucao
preparada a partir de solugdes de ketamina (50 mg/ml, Ketalar®, Aché Laboratorios
Farmacéuticos SA, Parke-Davis, Sao Paulo, Brasil) ¢ diazepam (2 mg/ml, Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Sao Paulo, Brasil). A solucdo anestésica continha 30 mg de
ketamina e 0,2 mg de diazepam por ml; a dose utilizada foi 0,22 ml/100 g de peso corporal,
administrada por via intra-peritoneal. Apds a anestesia, os animais eram fixados a uma mesa
cirurgica aquecida (38 °C) com auxilio de fita adesiva, e depilados na altura do segundo espago
intercostal. Em seguida, fazia-se assepsia do campo operatorio com etanol 70%. As patas
dianteiras eram fixadas a mesa cirargica na altura da cabe¢a do animal, de modo a permitir o

acesso ao segundo espaco intercostal esquerdo. Com o auxilio da tesoura, perfurava-se a pele na
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altura do segundo espaco intercostal esquerdo (o acesso a aorta por esta via evita rompimento das
membranas pleurais e pneumotorax). O musculo era cuidadosamente pingado para evitar
hemorragia, e em seguida, cortado e afastado. O timo também era afastado para se visualizar a
artéria cardtida comum esquerda. Esta artéria era dissecada e afastada para o lado direito do
torax, de modo que a artéria aorta se deslocasse, acompanhando o movimento da artéria cardtida,
e ficasse exposta a regido do arco aortico, local de colocacdo de um clamp arterial de prata. A
artéria aorta era pincada (com a mao esquerda) e o clamp era colocado no arco adrtico entre as
saidas da artéria cardtida comum esquerda e tronco braquiocefalico (Figura 3.1). A abertura do
clamp (confeccionado por Thais Holtz Theizen) era ajustada de acordo com o peso do animal

(vide Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Espaco da abertura do c/amp implantado para constri¢do da aorta proximal de ratos em fungdo

do peso do animal.

Peso Corporal Abertura do Clamp
® (mm)
200 -220 0,7
221 -240 0,8
241 -260 0,9

Apo6s a colocagdao do clamp, as patas do animal, previamente fixadas a mesa cirargica,
eram soltas, de modo a reduzir a tensdo sobre musculos e pele do animal, facilitando a sutura.
Para controle de infecg¢des, usava-se o antibiotico Pentabiotico Veterinario® (0,2 ml i.m., Pfizer,
Sdo Paulo), logo apés a cirurgia. Dois ou sete dias apoOs a cirurgia, procedia-se a medicdo da
pressdo arterial dos animais e, a seguir, seu sacrificio, para isolamento de midcitos ou extragdo do

acido ribonucleico (RNA) do ventriculo esquerdo.
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A B

Artéria Cardtida

Comum Dfreira\

250.00
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do Clamp

—10.00
300 .00

i Registro da pressao arterial na artéria femoral

115 .65
mmHg

.oo

0 600 1200 ms

Figura 3.1: A: Localizagdo da aorta com indicagdo do local de colocagdo do clamp adrtico (figura
modificada de Gray, 1918); B: Registros simultaneos de pressdo nas artérias cardtida comum (registro
superior; local de insercdo de cateter indicado no figura A) e femoral (registro inferior) de um animal apds

7 dias de coarctacdo aodrtica. Note a diferenca entre os valores sistolicos de pressdo nas duas artérias.

Os animais controles (grupo sham) foram submetidos aos mesmos procedimentos
(anestesia, manipulagdo cirargica, sutura), exceto pela colocagao do clamp adrtico.

Os animais coarctados foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Kleber Franchini do
Laboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular, Depto. de Clinica Médica, Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM), UNICAMP. Os procedimentos cirtrgico e de medi¢ao de pressdo arterial foram
realizadas no Laboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular do Nucleo de Medicina e Cirurgia

Experimental (NMCE, UNICAMP).

3.3. MEDICAO DE PRESSAO ARTERIAL:

Apo6s decorridos 2 ou 7 dias a partir da cirurgia, os animais eram anestesiados com
pentobarbital sodito na dose de 50 mg/ kg de peso corporal (Abbot Laboratérios do Brasil, SP),
para medi¢des das pressdes arteriais nas artérias carétida direita e femoral esquerda e posterior

sacrificio.
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O animal era colocado sobre uma mesa cirargica aquecida (38 °C) e estas artérias eram
dissecadas nas regides cervical e inguinal, respectivamente. Com o auxilio de fios cirtirgicos fixos
nas extremidades distal e proximal do segmento arterial dissecado, distendia-se a artéria. O fio
distal era amarrado, fechando a luz da artéria, e fixado a mesa, enquanto que no fio proximal,
fixado a mesa cirtrgica de modo a distender a artéria, mantinha-se um lago aberto. Em seguida,
fazia-se uma pequena incisdo, através da qual inseria-se um catéter de polietileno (PE50: 0,58 de
didmetro interno ¢ 0,99 mm de didmetro externo, Fisher Scientific, Santa Clara, CA, EUA),
previamente preenchido com solugdo salina (NaCl 0,9%). Este cateter era fixado a artéria
fechando-se o lago semi-aberto do fio proximal.

Em condi¢des normais, a pressdo sanguinea em grandes artérias tende a ser uniforme,
devido a elasticidade das mesmas (Guyton, 1988). Por esta razdo, a pressao pulsatil era medida
somente na artéria cardtida de animais controles, pois, na auséncia de clamp, a pressdo na carotida
¢ semelhante aquela medida na artéria femoral. Em animais coarctados, os valores de pressdo na
artéria femoral foram semelhantes aqueles registrados na cardtida dos animais controles
(Resultados, Tabela 4.1). No entanto, a obstrucdo parcial da aorta causa aumento de pressdo em
regides proximais ao clamp, o que resulta em diferenga dos valores de pressdo sistolica (gradiente
de pressdo) observados entre as regides proximais (ex., artéria cardtida) e distais (ex., artéria
femoral) ao clamp (Figura. 3.1B).

A pressdo sangiliinea era medida através de catéteres preenchidos com solugdo salina,
implantados nas artérias dos animais e conectados a um transdutor de pressao tipo strain-gauge
BLPR (World Precision Instruments, Inc., Sarasota, FL, EUA) previamente calibrado. O sinal de
pressdo era amplificado 100 vezes (General Purpose Stemtech Inc. GPA-4 Mod. 2; Quintron,
Menominee Falls, WI, EUA) e adquirido por uma placa de conversdao analdgico-digital com 10
bits de resolugdo (DI-205 DATAQ Instruments Inc., Akron, OH, EUA) conectada a um
computador tipo PC, para a monitoracdo e posterior processamento. Os sinais foram adquiridos
em 300 Hz e analisados com os programas WINDAQ-PRO (DATAQ Instruments Inc., Akron,
OH, EUA) e Advanced Codas (DATAQ Instruments Inc., Akron, OH, EUA), respectivamente. A
partir do registro continuo de pressdo arterial, foram obtidos valores de pressdo sistdlica
(maximo), pressao diastdlica (minimo) e pressao média (obtida a partir da integral do sinal a cada
pulso), batimento a batimento. A freqiiéncia cardiaca era obtida a partir da média do namero de
picos de pressdo por minuto. Os valores de pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca foram
armazenados sob a forma de planilhas de dados para processamento posterior com o programa

Advanced Codas.
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3.4. DETERMINACAO DOS NiVEIS DE AcCIDO RIBONUCLEICO MENSAGEIRO

(mRNA) PARA PROTEINAS ENVOLVIDAS NO TRANSPORTE DE Ca?*

Os transportadores de Ca’" no coragdo sdo proteinas, e sua fungdo depende, entre outros
fatores, de sua abundancia, a qual é, em parte, determinada pelo nivel de sua expressdo genética.
Proteinas sdo sintetizadas em ribossomas a partir de uma sinalizagdo molecular especifica, o
mRNA, transcrito diretamente da cadeia de acido desoxirribonucleico (DNA) que corresponde
ao(s) gen(s) que codifica(m) a proteina (Griffiths ez al., 2000). Seqiiéncias de mRNA especificas
para coordenar a sintese de determinadas proteinas constituem o primeiro elo na sinalizacdo da
sintese proteica, e consequentemente, a primeira alteracdo detectavel no caso de modificagdo da
expressdo de proteinas. Por esta razdo, estimamos os niveis relativos de mRNA especificos que
codificam algumas proteinas envolvidas com a homeostasia de Ca>" por meio do método semi-
quantitativo da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), no nosso caso, precedida de transcri¢do
reversa (reverse transcriptase-polymerase chain reaction, RT-PCR).

A RT-PCR ¢ uma técnica de biologia molecular usada para detectar de forma semi-
quantitativa a expressao de genes por meio dos niveis de mRNA especificos em um tecido. Esta

técnica baseia-se nas seguintes reacoes in vivo:

transcrigao tradugao

DNA —> RNA —— > Proteina

Na RT-PCR, o mRNA nativo do tecido sofre transcrigdo reversa (pela enzima transcritase
reversa, originaria de retrovirus), gerando uma cadeia de DNA complementar (cDNA) que ¢

amplificada em ciclos de polimeriza¢do em n (em geral, bilhdes) de copias, segundo as seguintes
RT

reagdes in vitro: DNAc ———— mRNA

(Transcrigao Reversa)

n * DNA
Neste estudo, foram comparados niveis de mRNA em ventriculos esquerdos de animais
controles e coarctados 7 dias ap0s a cirurgia (grupos Sk7 e Coa7, respectivamente). A medicao da
pressdo arterial foi realizada nos animais sob anestesia induzida por pentobarbital sodico (50 mg /
kg; Abbot Laboratérios do Brasil, SP). Os animais foram em seguida sacrificados com uma

overdose deste anestésico e seus coragdes foram retirados, os ventriculos esquerdos foram
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dissecados e colocados em nitrogénio liquido, para processamento (maceracdo imediata e

extracao de RNA).

3.4.1. Extracao e tratamento do RNA

Homogeinizacdo: O protocolo utilizado foi descrito por Chomczynski et al. (1987). Os

ventriculos esquerdos foram macerados em nitrogénio liquido com auxilio de gral e pistilo, sendo
em seguida homogeneizados no reagente Trizol® (Cat. No. 15596, Invitrogen Brasil, Sio Paulo).
Este procedimento causa ruptura celular e liberagdo do conteido intracelular para o meio.
Adicionou-se 1 ml de TRIZOL® para cada 100 mg de tecido. O TRIZOL © ¢ uma solugdo
monofasica de fenol e guanidina isotiocianato que mantém a integridade do RNA durante a lise

celular.

Clareamento (opcional): Por se tratar de um tipo de tecido com grande concentragdo de

proteinas, acrescentou-se ao processo de extracdo de RNA o "clareamento" da amostra, que
consistia em centrifugagio a 12.000 g por 10 minutos (4°C). Coletamos o sobrenadante, no qual o
RNA encontrava-se suspenso. Descartou-se o pellet resultante, que contém DNA gendmico,

proteinas de alto peso molecular, membranas celulares e polissacarideos.

Separacdo das Fases: O sobrenadante foi entdo transferido para outro tubo e mantido em

repouso por 5 minutos a temperatura ambiente, para permitir a dissociagdo completa dos
complexos de nucleoproteinas. Em seguida, adicionou-se cloroformio (Merck GmbH, Damstadt,
Alemanha) na propor¢io de 0,2 ml/Iml Trizol®, a amostra foi agitada vigorosamente por 15
segundos e incubada a temperatura ambiente por 3 minutos. Apods centrifugagdo a 12.000 g a 4°C,
a suspensao ficou separada em trés fases: a) uma inferior, de fenol-cloroférmio e de coloragao
rosada, contendo DNA, denominada fase organica; b) uma interfase branca (anel branco)
contendo proteinas; e c) uma fase superior, aquosa, incolor, abrangendo cerca de dois tercos do

volume total, contendo RNA.

Precipitacdo do RNA: A fase aquosa foi coletada e transferida para um novo tubo, onde o

RNA foi precipitado por incubacdo por 30 minutos com isopropanol (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha), na proporcao de 0,5 ml/ Iml de Trizol® empregado na homogeneizagdo do RNA. Em
seguida, a amostra foi submetida a centrifugacdo a 12.000 g por 10 minutos. Ap6s descarte do

sobrenadante, vemos o precipitado de RNA como um gel esbranquigado semi-transparente.
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Lavagem do RNA precipitado: O pellet de RNA foi ressuspenso em 1 ml de etanol 75% /

1ml de Trizol®, e centrifugado a 7.500 g por 5 minutos a 4°C. Em seguida, o etanol foi descartado

e o pellet foi submetido a uma leve secagem a temperatura ambiente.

Eluicdo e Quantificacdo do RNA: O pellet foi eluido em 50 ul de agua DEPC (solucao
aquosa de dietil pirocarbonato de sédio 0,1% (Calbiochem, La Jolla, CA, EUA). O RNA foi
quantificado com auxilio de um espectrofotdmetro de laser. A pureza da amostra em solucao foi
verificada pela razdo das absorbancias em 260/280 nm, amostras cuja razdo de absorbancia em
260/280 nm fosse inferior a 1,6, apresentavam grande contaminagdo por proteinas e eram
descartadas. O RNA foi quantificado pela sua absorbancia em 260 nm. A concentragdo de RNA

foi quantificada de acordo com a relagdo:

[RNA] = Az0 x40 x FD [RNA] = concentracdo de RNA (ug/ml)

Ajeo= Absorbancia (em densidade optica ) em 260 nm

40: fator de conversdo
(1 unidade de densidade optica =~ 40 pg/ml RNA)

FD = fator de diluicdo utilizado (normalmente 1:100)

Verificacdo da Integridade do RNA por eletroforese: Apds extragdo e quantificagdo do RNA total

obtido do ventriculo esquerdo, a integridade do mesmo foi avaliada pela integridade do RNA
ribossomico (rRNA). Amostras de 1 a 5 ug de RNA total foram aplicadas sobre gel desnaturante
(0,5 g de agarose, 36 ml de agua DEPC, 5 ml de solu¢do aquosa de acido 3-N-morfolin-
propansulfonico (MOPS, Sigma, St. Louis, MO, EUA) e 9 ml de formaldeido (Merck, Darmstadt,
Alemanha) e submetidas a uma diferen¢a de potencial de 100 V (DC) por 20 minutos para
visualizagdo das bandas 28S e 18S. Estas bandas correspondem as massas moleculares das 2
subunidades do TtRNA, assim referidas de acordo com sua taxa de sedimentacdo apos
centrifugacdo em gradiente de densidade de sacarose (Azad 1978; Mori et al, 1978). As
aliquotas de RNA foram aplicadas ao gel juntamente com brometo de etidio (10mg/ml, Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA) e azul de bromofenol (Promega, Madison, WI, EUA), que permitia a

visualiza¢ao das bandas.
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A integridade do rRNA foi confirmada pela definicdo das bandas 28S e 18S (e auséncia de
rastros no gel), e foi considerada como indicagdo de integridade também do mRNA. Somente as
amostras de RNA que se mostraram integras foram utilizadas como substrato para a transcri¢do

reversa.

3.4.2. Transcricao Reversa do mRNA

Dado que a PCR ¢ utilizada para amplificar fragmentos de DNA, e ndo RNA, torna-se
necessaria a conversdo das moléculas de mRNA extraidas do tecido em moléculas de DNA
(cDNA) que sejam complementares as de mRNA (i.e., com seqiiéncia de bases correspondentes).
As amostras de RNA obtidas pelo protocolo anteriormente descrito foram submetidas a
transcricdo reversa pela acdo da enzima transcriptase reversa (Superscript [I®, Invitrogen Brasil,
Sdo Paulo). O meio de reacdo consistia de:

e 6 pg de RNA descontaminado

e 5 ulde Primer poli dT® (Invitrogen Brasil, Sdo Paulo)

e agua ultra-purificada qsp 30 pl

A solucdo foi mantida em banho seco a 70 °C por 10 minutos, sendo entdo

adicionados:

e 5 ul de ditiotreitol 0,1M (DTT, Invitrogen Brasil, Sdo Paulo)

e 10 ul de First Strand Buffer® (375 mM KCI, 15 mM MgCl,, 250 mM Tris-HCI, pH
8,3, Invitrogen Brasil, Sao Paulo)

e 2.5 ul de ANTP (Invitrogen Brasil, Sdo Paulo), que consiste da mistura dos seguintes
desoxirribonucleotideos: trifosfato de adenosina (dATP), trifosfato de timidina (dTTP),
trifosfato de guanosina (dGTP) e trifosfato de citidina (dCTP).

As amostras foram entdo incubadas a 42 °C por 2 minutos, ao que se seguiu a adigdo de:

o 1 ul de transcriptase Superscript [I® 200U/ul (Invitrogen Brasil, Sdo Paulo)
Procedeu-se a nova incubacdo a 42 °C por 2 horas. A atividade da enzima foi inibida

ao final da reagdo pelo aquecimento a 70 °C por 15 minutos. Apos a transcricdo em cDNA,
0,5 pl de RNAse foram adicionados a amostra (para eliminar residuos de RNA), que foi

incubada a 37 °C por 30 minutos. O produto desta reagdo (cDNA) foi utilizado como substrato
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(molde) para producdo de copias pela PCR (ciclos de reagdes especificas para a amplificacdo

de uma determinada seqiiéncia-alvo de DNA).

3.4.3. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

PCR ¢ um método comumente utilizado para se obter grandes quantidades de um
fragmento especifico de DNA (i.e., contendo uma determinada seqiiéncia-alvo). As seqiiéncias-
alvos no cDNA correspondem a mensagem genética (i.e., aquelas do mRNA a partir do qual o
cDNA foi transcrito) para a sintese de uma determinada proteina. Portanto, procedeu-se a
amplificagcdo de somente cadeias de cDNAs correspondentes a cadeias de mRNA que codificam
proteinas de nosso interesse.

A seqiiéncia-alvo a ser amplificada ¢é identificada por iniciadores da reagdo (primers), que
reconhecem parte desta seqiiéncia no cDNA por complementaridade de bases. Como a
conformagao espacial preferencial do DNA ¢ de 2 cadeias complementares associadas (dupla
fita), sdo necessarios 2 primers (um conhecido como sense, e outro, como antisense) capazes de
reconhecer uma determinada seqiiéncia-alvo em cada uma das fitas. Cada primer consiste de uma
cadeia curta de desoxirribonucleotideos (i.e., um oligonucleotideo) com uma seqiiéncia de bases
complementar aquela da cadeia de cDNA a ser amplificada, na regido que delimita a seqiiéncia-
alvo (flancos da seqiiéncia-alvo). Os primers hibridizam-se (i.e., associam-se por pontes de
hidrogénio) aos flancos das seqiiéncias-alvos em cada cadeia do cDNA a ser amplificada. A
hibridizacao dos primers aos flancos da seqliéncia-alvo marca o local para inicio da sintese: o
primer sense demarca a seqiiéncia para sintese no sentido 3’- 5’ da cadeia de cDNA, e o primer
anti-sense, para a sintese no sentido inverso, isto €, 5°-3’. Na rea¢do de PCR, a seqiiéncia-alvo ¢é
amplificada em bilhdes de copias complementares pela acdo da enzima Tag DNA polimerase
(enzima resistente a altas temperaturas, obtida da bactéria Thermophilus aquaticus). Esta enzima
adiciona a cada primer os desoxirribonucleotideos presentes no meio, em complementaridade a
seqliéncia de nucleotideos da cadeia de cDNA (Griffith et al., 2000).

A reagdo de PCR foi realizada em aparelho denominado termociclador (mod. PTC-100, RJ
Research, Waltham, MA, EUA), que aquece e resfria alternadamente o meio de reagdo,

favorecendo ciclos de amplificagdo. Cada ciclo é compostos de trés etapas (Figura 3.2):

- Desnaturacao: processo de separacdo das cadeias que formam a dupla fita de DNA, por meio da

elevagio da temperatura a ~94 °C;
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- Anelamento: uma vez separadas as fitas de DNA, a temperatura da reacdo ¢ reduzida para ~60
°C e os primers hibridizam-se (anelam-se), um em cada fita, na regido dos flancos das respectivas
seqiiéncias-alvos;
- Extensdo: nesta fase, eleva-se a temperatura para ~72 °C, para que a enzima Tag-polimerase
posicione-se junto aos primers anelados a seqiiéncia-alvo e inicie a duplicagdo da fitas de DNA
(fitas-molde), utilizando os nucleotideos que contém as bases nitrogenadas complementares
aquelas das fitas-molde.

Apods o término de cada ciclo, todo o processo ¢ repetido, desde a desnaturacdo até a
extensao, por varias vezes (30 vezes em média) até que se obtenha uma quantidade razoavel do

cDNA amplificado.

HTA _ ES
. | B [T
195 150 R
- | 5.
o primer 13_ 2 primer 2
TAGGGTATAGS
LA LR
& 5"
Aquecimento Resfriamento Aquecimento
(Abertura da dupla fita) (Anelamento Primers-fita molde) (Extensao das fitas moldes)

Figura 3.2. Esquema representativo das etapas que constituem cada ciclo de amplificagdo na reagdo de
PCR. A) desnaturagdo; B) anelamento dos primers (rosa) a seqiiéncia-alvo (verde) do DNA a ser
amplificada; C) extensdo da cadeia do primer (rosa) pela acdo da enzima Taq Polimerase (anel vermelho)
utilizando nucleotideos livres (pequenas estruturas em marrom e verde) (figura modificada de Griffiths et

al., 2000).

Foram sintetizados primers especificos para reconhecer seqiiéncias-alvos de interesse
presentes em moléculas de DNA complementares as moléculas de mRNA que codificam a
isoforma cardiaca da ATPase de Ca>" do RS (Serca2a), fosfolambam (PLB), isoforma cardiaca do
canal de liberacdo de Ca®" do RS (RyR2), isoforma NCX1 do trocador Na'/Ca*" e calsequestrina
(Figura 3.3 e Tabela 3.2).
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O meio de reagdo de amplificagdo do cDNA teve a seguinte composi¢ao:

5 ul de PCR Buffer 10x (Invitrogen Brasil, Sao Paulo)

e 1,5 ulde MgCl, 50 mM (Invitrogen Brasil, Sdo Paulo)

e 1 pldedNTP mix 10 mM

e 2 ul do primer sense em solugdo com 10 uM, em agua ultra-purificada (Invitrogen Brasil,
Sao Paulo)

o 2 ul do primer anti-sense (Invitrogen Brasil, Sdo Paulo)

e 2 pngdo cDNA transcrito

e 0,3 ul de Tag-Polymerase® (5U/ul, em solugdo composta de 100 mM KCI, 10 mM Tris-
HCI (pH 7,4); 0,1 mM éacido etileno diamino-tetracético (EDTA, Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, EUA), 1 mM DTT, 0.5% Tween 20, 0,5% NP-40 and 50% glicerol,
Invitrogen Brasil, Sdo Paulo)

e Agua ultra-purificada estéril qsp 50 pl.
A reagdo constituiu-se dos seguintes ciclos:

e uma etapa de desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 minutos

e numero variavel de ciclos compostos de: a) etapa de desnaturagdo a 94 °C por 1 minuto;
b) etapa de anelamento dos primers com a seqiiéncia-alvo do cDNA a ser amplificada
(temperatura variavel para cada primer por um minuto, vide Tabela 3.2); ¢) uma etapa de
alongamento a 72 °C por 2 minutos.

e Apods o término dos ciclos, foi adicionada uma etapa de alongamento a 72 °C por 5

minutos.

3.4.4. Eletroforese e Quantificacio do Produtos da PCR

O material amplificado ¢ aplicado sobre um gel de agarose (1%, contendo brometo de
etidio, Invitrogen Brasil, Sdo Paulo), a qual ¢ aplicada uma diferenca de potencial por um
determinado periodo, para permitir a migragdo das cadeias de DNA, de acordo com sua massa
(eletroforese). Ao final do processo, o gel apresenta bandas formadas pela deposi¢cao de diferentes
espécies de DNA (i.e., cadeias com diferentes massas). A massa de cada banda permite identificar
a respectiva espécie de DNA, enquanto que a densidade da banda ¢ tanto maior quanto maior a

abundéncia daquela espécie de DNA no material amplificado. A partir deste método, podemos
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detectar variacdes na expressdo genética de uma determinada proteina (i.e., estimada pela
quantidade do mRNA correspondente presente na célula) pela comparacdo dos niveis do
respectivo cDNA amplificado entre os diferentes grupos. Ou seja, quanto maior a quantidade de
mRNA codificador de uma determinada proteina no tecido, maior serd a quantidade de cDNA
transcrita e, apds um numero fixo de ciclos de amplificagdo, maior serd a quantidade de DNA

produzida a partir das moléculas transcritas de cDNA.

Figura 3.3: Proteinas cujo nivel de expressdo genética (mRNA) foi comparado entre os grupos Sh7 e
Coa7 por meio de RT-PCR. A ATPase de Ca’" do reticulo sarcoplasmatico (RS), isoforma cardiaca
Serca2a ¢ responsavel pela captagio de Ca’" para o RS e sofre controle negativo pelo fosfolambam
(PLB). Este, por sua vez, quando fosforilado, dissocia-se da Serca2a, o que causa aumento da atividade
desta. A calsequestrina (CSQ) proteina abundante no interior do RS, tem o papel de buffer de Ca**. O
canal de liberagdo de Ca*" do RS (RyR2) é a via de saida do Ca®" do RS para o citosol durante a sistole e a
diastole. O trocador Na’/Ca** (NCX) é responsavel pela extrusdo de Ca’" para o meio extracelular, em

troca da entrada de Na'. (Figura adaptada de Bers, 2001).
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Tabela 3.2: Primers sense (S) e antisense (AS) empregados (sintetizados por Invitrogen Brasil, Sdo Paulo)

e parametros (temperatura e nimero de ciclos de amplificagdo) utilizados na PCR.

Primers Produto® | Tm" | Nimero | GenBank | Referéncias
Gene (seqiiéncia de oligonucleotideos) (bp) °C) De Access Code®
Ciclos*
S 5-TCTGTCATTCGGGAGTGGG-3' Dr.
SERCA2a 156 51 27 X15635 Michael
As S-GCCCACACAGCCAACGAAAG-3 Porter”
S 5’- TACCTCACTCGCTCGGCTAT- 3’
PLB 126 60 23 NMO023129 | Ganim et
AS 5’- GATGCAGATCAGCAG AGAC- 3’ al., 1992.
S 5’-GTGTTTGGATCCTCTGCAGTTCAT- 3’
RYR2 602 51 30 M59743 | Bidasee et
AS  5- AGAGGCACAAAGAGGAATTCGG- 3° al.,2001.
S 5’- ATAGGCTTTGTGATGGTG- 3’
CSQ 1200 42 30 AF001334 | Rodriguez
AS 5- TACCGAGCACAGTGCTGCTT-3’ etal,
1999.
S 5’-AATGAGCTTGGTGGCTTCACA- 3’
NCX 826 61 30 U70033 Reinecke
AS  5.CCGCCGATACAGCAGCAC-3’ etal,
1997.
S 5’-TTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCT-3"
B-actina 400 45 25 NM031144 | Nadruz et
AS 5’-GCTTCTCCTTAATGTCACGCACGA-3’ al., 2004

a) Produto: seqiiéncia de cDNA amplificada, com tamanho expresso em numero de pares de bases (base pairs) de

nucleotideos.

b) Tm (melting temperature): temperatura usada para favorecer o anelamento dos primers com a seqiiéncia-alvo da

fita molde do cDNA.

¢) namero de ciclos de amplificagdo

d) GenBank access code: numero do codigo de acesso aos genes descritos no banco de genes do National Institute of

Health (NIH): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide)

¢) comunicacao pessoal
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No primeiro poco de cada gel aplicamos uma escala padrido de pesos moleculares (I Kb
Plus DNA Ladder, Cat. no. 12308-011, Invitrogen, S@o Paulo), que usamos para posterior
identificagdo das bandas de nossas amostras. Tanto o /adder quanto cada uma das amostras
aplicadas aos pocos do gel foram misturadas a uma solugdo de azul de bromofenol (corante usado
para posterior visualizacdo das bandas eletroforéticas, 1 pul / pogo). Durante a eletroforese, o gel
permaneceu imerso em tampao TAE 1x durante aplicacdo de um potencial de 120 V (36 mA) por
20 a 30 minutos, em cuba para eletroforese (Bio-Rad, Richmond, VA, EUA).

A imagem do gel com suas bandas eletroforéticas foi adquirida por um sistema de
documentacdo de géis, AlphaDigiDoc (Alpha Innotech Corp, San Leandro, CA, EUA). Este
sistema consistia de um transiluminador de luz ultravioleta (UV), uma camara escura € uma
camera digital (DC-290, Eastman Kodak Co., Rochester, NY, EUA) acoplada a um
microcomputador do tipo PC (Pentium 100 MHz, Compaq, Brasil), carregado com o programa
AlphaDigiDoc. O transiluminador incidia radiagdo UV (254 nm) sobre o gel, permitindo a
visualizacao das bandas eletroforéticas de DNA coradas por brometo de etidio. A imagem do gel
era adquirida por uma camara fotografica digital na cdmara escura. A imagem digitalizada era
armazenada no microcomputador para posterior analise e quantificagao.

As areas das bandas eletroforéticas a serem comparadas entre os grupos experimentais
eram quantificadas com o auxilio do programa Scion Image® (Scion Corporation, Frederick,

Maryland, EUA), software livre, disponivel no endereco http://www.scioncorp.com/ . A figura 3.4

ilustra o plot da area das bandas eletroforéticas (nimero de pixels).

Figura 3.4: Quantificagdo do produto de PCR.

A) Foto mostrando corte de gel com bandas A =
eletroforéticas de CSQ  referentes a
amplificacdo de amostras dos grupos Sh7, (2
bandas da esquerda) e Coa? (banda da direita);

B) Plot das areas das bandas eletroforéticas B ||' k‘*\;v-»-«f’/n||
usado na quantificar das mesmas. Na abcissa, M |

posi¢do da banda eletroforética no gel; na | Nt |I| Moo ||} \
ordenada, intensidade da mesma, dada pela J} 1|I II|| i 1| JI| \‘\
area da mancha eletroforética (nimero de [ V) W D

pixels).
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Para evitar que a comparagdo da abundéancia de um dado produto de amplificacdo entre
grupos experimentais seja influenciada por fatores independentes do nivel de expressdo genética
(ex., diferencas entre reagentes e no grau de deterioragdo do RNA tecidual), foram tomados os
seguintes cuidados:

a) amostras dos grupos Sh7 e Coa7 foram submetidas a corrida eletroforética no mesmo gel;

b) a quantidade de DNA amplificado referente as proteinas de interesse foi normalizada pela
quantidade do DNA que codifica a -actina (gene housekeeper, cuja expressao genética nao se
altera na hipertrofia ventricular — Ohtani et al., 1997; Teramoto et al., 2001 no mesmo grupo

experimental, aplicado ao mesmo gel.

3.4.5. Preparo dos Reagentes

Primers (Invitrogen Brasil, Sao Paulo):

Os primers, fornecidos sob a forma liofilizada, foram suspensos em 4gua ultra-purificada para se
obter uma solugdo estoque 1 mM. Por ocasido do uso, eles foram diluidos em ultra-purificada
para 10 uM.

Gel de Agarose a 1% : 1g de agarose, 100 ml de TAE (Tampao Tris-Acético-EDTA), 1,4 ul de
brometo de etidio (10mg/ml)

dANTP mix 10 mM: 10 pl de dATP 100 mM; 10 pl de dTTP 100 mM; 10 pl de dGTP 100 mM;
10 pl de dCTP 100 mM; agua DEPC gsp 100 pl.

Tampao TAE 1x: Foi obtido por diluigdo 1:50 do Tampao Tris-acético-EDTA 50x, composto de:
242 g Tris Base Ultrol ® (Calbiochem, La Jolla, EUA); 57,1 ml 4cido acético (Merck, Darmstadt,
Alemanha); 100 ml EDTA 0,5M (Calbiochem, La Jolla, CA, EUA).

3.5. ISOLAMENTO DE MIOCITOS VENTRICULARES DE RATO

Midcitos foram isolados da parede ventricular esquerda por digestdo enzimatica (Bassani
et al., 1994a; Bassani & Bassani, 2002). Ainda sob anestesia profunda empregada para a medi¢ao
da pressdo arterial, o torax do animal era aberto, seu coracdo era retirado e montado em um
sistema para perfusdo retrograda através da aorta (montagem de Langendorff) a 37 °C. Uma vez
montado, o coragdo era inicialmente perfundido com solu¢ao de Krebs-Henseleit (KH) contendo
0,5 mM de CacCl, e heparina (~33 U/ml) para remover o sangue residual da circulagdo coronaria.

A seguir, perfundia-se o coragdo com solugdo KH sem CaCl,. Apos 4-5 minutos, colagenase tipo
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I (0,25 mg/ml, Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, EUA) e albumina sérica
bovina (BSA, 0,25 mg/ml, Sigma, St. Louis, MO, EUA) eram adicionadas a solucdo, e a perfusao
era continuada até que o coragdo ficasse flacido. Ao término da digestdo enzimatica, a enzima era
lavada com solucdo de Tyrode CI contendo 0,2 mM CaCl, e 0,5 mg/ml de BSA.

Em seguida, o coragdo era retirado do aparelho de perfusdo e dissecado. As paredes dos
ventriculos esquerdo (VE) e direito (VD) eram pesados separadamente a fim de se estabelecer a
razao entre suas massas (razdo VE/VD). O passo seguinte consistia na fragmentacao e dispersao
do tecido ventricular com auxilio de uma pipeta de Pasteur, em um bequer contendo solugdo de
Tyrode CI com 0,2 mM de CacCl, e 0,5 mg/ml BSA. Esta suspensao era recolhida em um tubo de
centrifuga, e as células vidveis eram contadas. O procedimento era repetido com os fragmentos
remanescentes do tecido. Em seguida, as células em suspensdo eram lavadas repetidas vezes, e a
concentragdo de CaCl, na solucdo de Tyrode era aumentada progressivamente a cada lavagem até
que atingisse 0,5 mM.

A Figura 3.5 apresenta um miocito isolado obtido segundo o procedimento descrito acima.
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Figura 3.5: Miocito ventricular isolado de rato controle (S4 7). Figura obtida por foto digital da imagem

registrada com uma camera digital.

3.5.1. SOLUCOES UTILIZADAS EM EXPERIMENTOS COM MIOCITOS ISOLADOS

Solucao de Krebs-Henseleit (K-H):
115 mM NaCl; 4,6 mM KCI; 1,2 mM KH,PO4; 25 mM NaHCOs3; 2,4 mM MgS0,4.7H,0; 11,1
mM glicose; concentragdo variavel de cloreto de calcio; pH 7,4 a 37 °C sob borbulhamento com

95% 02/5% COs,.

Solucio de Tyrode CI:
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140 mM NaCl; 4,5 mM KCI; 2,4 mM MgCl, 6H,O; 10 mM acido [4-(2-hidroxietil)1-piperazina]
etano-sulfonico (HEPES); 11,1 mM glicose; pH 7,4 ajustado com NaOH 1M a 23 °C.

Solucio de Tyrode Normal (NT):
140 mM NaCl; 6 mM KCI; 1,5 mM MgCl, 6H,0; 5 mM HEPES; 11,ImM glicose; 1 mM
CaCl, H,0. O pH foi ajustado para 7,4 a 23°C com NaOH.

Solucio de Tyrode ONa", 0Ca’":

140 mM cloreto de colina; 1,5 mM KClI; 4,5 mM KOH; 2,5 mM MgCl,.6H,0O; 5 mM HEPES;
11,1 mM glicose; 1 mM etileno-glicol-bis(B-aminoetil-eter)-N,N,N’,N’ acido tetracético (EGTA),
pH 7,4 a 23°C.

Solucdes de Cafeina
10 mM cafeina foram adicionados a NT (CafNT) ou solucdo de Tyrode ONa 0Ca”" (Caf00). O sal

foi dissolvido diretamente na solugao.

Os sais foram obtidos da Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, EUA) e Merck (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemanha). As solugdes foram preparadas com agua ultra-purificada (resisténcia 18,5
MQ) obtida do sistema de purificagdo de dgua Easy Pure UF (Barnstead, Dubuque, lowa, EUA) e

eram mantidas sob refrigeracdo a 4 °C.

3.6. EXPERIMENTOS COM MIOCITOS ISOLADOS

A suspensdo de midcitos era colocada em uma camera para perfusdo de células em regime
de fluxo laminar (desenvolvida e construida no CEB/UNICAMP - PI 0302.403-2) cujo fundo
consistia de uma laminula. Esta laminula era tratada com solucdo de colageno 15 a 20 minutos
antes da semeadura das células, a fim de facilitar adesdo das células a laminula. A cdmara de
perfusdo era colocada sobre o estdgio de um sistema de microscopia Optica, montado sobre uma
mesa anti-vibratoria, desenvolvido e construido no CEB/UNICAMP (Gomes, 1997). Os midcitos
eram continuamente perfundidos com solugdo NT a 23 °C e estimulados eletricamente até que a
amplitude de suas contragcdes (Tw) atingissem o regime estacionario. O descarte da solugdo de
perfusdo era feito a partir de uma saida da camara de perfusdo acoplada a uma linha de vacuo. As

contracdes dos midcitos eram evocadas por estimulos elétricos (estimulagdo por campo),
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aplicados através de um par de eletrodos de platina, que consistiam de pulsos bifasicos tensdo de
intensidade 20% acima de limiar de excitagdo, com 5 ms de duracdo, a 0,5 Hz. Os eletrodos eram
imersos na solu¢do de perfusdo e conectados a um estimulador elétrico (01581/97- CEB,
UNICAMP). Além disso, contraturas eram evocadas pela rapida aplica¢do de cafeina (CafNT ou
Caf00) na auséncia de estimulagdo elétrica (Bassani et al., 1992; 1994a).

A imagem dos miocitos era registrada por uma camera digital de video (CCD, Oriente,
Manaus, AM) cuja saida encontrava-se conectada a um gravador de videocassete (VCR, mod.
VC1494B, Sharp, Manaus, AM). A saida do VCR encontrava-se conectada a um Detector
Analégico de Borda de Imagem em Video (DBYV), desenvolvido e construido no CEB,
UNICAMP (PI 300.834-7) e usado para medir o encurtamento celular durante as contragdes. O
sinal do DBV era enviado para um monitor de video e para um microcomputador (AT 486 DX4
100 MHz, Acer do Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP), via uma placa de conversdo analdgico-digital
(CAD 1236, 12 bits de resolugdo, Lynx, Sao Paulo, SP). Os sinais eram adquiridos a 100 Hz e
armazenados para posterior analise sob forma de arquivo com o auxilio de um programa
(AgDados 4 - DOS, Lynx, Sao Paulo, SP). Quando necessario, os sinais foram filtrados por filtro
passa-baixas de 50 Hz controlado pelo mesmo programa. Um osciloscopio digital (mod. TDS
210, 60 MHz, Tektronix Inc, Beaverton, OR, EUA) conectado a saida do DBV foi utilizado para
monitoragdo dos sinais adquiridos e dos sinais do estimulador (vide Figura 3.6.).

Com o auxilio de uma graticula micrométrica (10 pm/divisdo), calibramos a relagdo entre
deslocamento da borda do sinal de video e saida em tensdo fornecida pelo DBV (10 pM = 100
mV), e estabelecemos uma escala graduada que fixamos a tela do monitor de video. O
comprimento de repouso dos miocitos era medido por esta escala. O encurtamento de pico das
células durante contragdes evocadas elétrica ou quimicamente (em regime de carga virtualmente

nula) era tomado como a amplitude destas contragdes.
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Figura 3.6: Diagrama em blocos representando a montagem utilizada para a medi¢do do encurtamento
celular de miocitos isolados. Na camara de perfusdo, os midcitos eram estimulados eletricamente por meio
de eletrodos conectados a um estimulador elétrico, ou quimicamente, com cafeina, por meio de um sistema
de perfusdo. A imagem dos midcitos era registrada por uma camara de video conectada a um gravador de
video (VCR), cujo sinal de saida era enviado a um detector de bordas de sinal de video (DBV), cuja tensao
de saida era proporcional ao deslocamento da borda do miécito. Este sinal era adquirido com um programa
para aquisi¢cao de dados (AqDados 4, Lynx, Sdo Paulo, Brasil) através de um conversor A-D. O sinal era
armazenado em um microcomputador sob a forma de arquivo e registrado simultaneamente em um
osciloscopio. Um monitor de video conectado a saida do DBV permitia a visualizagdo do midcito e seu

posicionamento com relagdo a janela de medi¢do do DBV.

3.6.1. Estimativa das Participacoes Relativas de Transportadores de Ca* no

Relaxamento Celular

Entende-se por participagdo relativa dos transportadores de Ca’* na remogio do Ca’*
citosélico a contribuigdo relativa do fluxo mediado por cada transportador — ATPase de Ca®" do
RS (4-RS), trocador Na“/Ca>" (NCX) e transportadores lentos (ATPase de Ca’" do sarcolema e
uniporter mitocondrial de Ca**, denominados LENTOS) — para o fluxo total de remogio de Ca*"

citosolico durante o relaxamento. Como o relaxamento depende da queda da concentragdo do

61



3. MATERIAIS E METODOS

Ca’" citosolico, utilizamos o curso temporal do relaxamento de diferentes tipos de contragio para
estimar a contribui¢cdo dos transportadores operantes neste processo.

Empregamos trés tipos de contragdes: a contragdo em resposta a estimulagdo elétrica (7w),
a contratura em resposta a solucdo de cafeina dissolvida em Normal Tyrode (CafNT) e a
contratura em resposta a cafeina dissolvida em Tyrode ONa*/0Ca”>" (Caf00) — que nos permitiram
inibir progressivamente os transportadores durante a queda de [Caz+]i que resulta em relaxamento.
Durante o Tw, todos os transportadores de Ca®" (4-RS, NCX e LENTOS) operam em conjunto e
contribuem para a queda de [Ca®']; e conseqiientemente para o relaxamento. Durante contraturas
de cafeinas, é induzida liberagio de Ca*" do RS, enquanto a acumulagdo de Ca*" nesta organela é
inibida, pois a cafeina mantém abertos os canais de liberagio de Ca®" do RS (Rousseau e
Meissner, 1989), fazendo com que o fluxo resultante de recaptagio de Ca’" para o RS seja
praticamente nulo. Por esta razdo, durante a contratura CafNT, a queda de [Ca®]; deve-se somente
ao NCX e aos transportadores LENTOS (Bassani et al., 1992, 1994a). Empregando cafeina diluida
em solugdo de Tyrode ONa"/0Ca®", bloqueamos adicionalmente a extrusdo de Ca®" pelo NCX
durante o relaxamento, pois esta depende do influxo de Na' extracelular (Blaustein & Lederer,
1999). O curso temporal do relaxamento da contratura eliciada por cafeina em solucdo de Tyrode
ONa"/0Ca*" (Caf00) pode ser entdo atribuido somente aos transportadores LENTOS (Bassani et al.,
1992).

Protocolo experimental: Os midcitos foram inicialmente perfundidos com solugdo de NT e
estimulados eletricamente a 0,5 Hz por aproximadamente 15 minutos, até as contragdes atingirem
o regime estacionario (steady-state). Somente entdo as medigdes foram iniciadas.

A Figura 3.7 ilustra o protocolo utilizado (Bassani et al., 1992). Apds estabilizagdao das
contragdes a 0,5 Hz (Tw), a estimulacdo elétrica foi interrompida e foi aplicada solugao NT
contendo cafeina (10mM), que causou uma contratura por liberagio de Ca*" do RS. Apds retorno
do perfusato para NT sem cafeina, o RS foi novamente recarregado por meio de estimulagdo
elétrica (Bassani et al., 1993a,b). Para bloqueio simultaneo da remogao de Ca®" citosélico pela
A-RS e pelo NCX, cafeina foi aplicada em solugio de Tyrode ONa"0Ca*", o que foi precedido por
interrupcio da estimulago elétrica e perfusio com solugio de Tyrode ONa'0Ca®" por 20 segundos
(para remocdo de Na' e Ca’" do meio extracelular, Bassani et al., 1992).

Durante o Tw, foram avaliadas a amplitude de contragdo do miécito (ALty), a cinética de

contragio (ttpry, tempo para a amplitude de contragio de pico) e a cinética de relaxamento (5,

tempo para 50% do relaxamento). Durante CafNT, medimos a amplitude de contragdo (ALcar)
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e a cinética de relaxamento (#,7""*"). Caf00 também foi avaliada quanto aos mesmos aspectos:

amplitude da contratura (ALcan0) € cinética de relaxamento (tlc/“-zfoo’“ ). Como a cafeina apresenta

efeito direto sobre os miofilamentos, aumentando a sensibilidade destes ao Ca®" (Wendt &
Stephenson, 1983; Palmer & Kentish, 1994), a contratura por ela evocada apresenta dois
componentes: um fasico (devido a liberagdo de Ca’" do RS) e um tdnico (devido ao seu efeito
direto sobre os miofilamentos). Por esta razdo, ao estudarmos a cinética de relaxamento da

cafeina, consideramos apenas o componente fasico (Bassani et al., 1993a).

50 4

40 -

Enc (% Lo)

JR— (CEB, 00-06-13, Cel 1, Fig001)

Tw CafNT Caf00

Figura 3.7: Protocolo experimental para estudo da cinética de relaxamento de midcitos cardiacos. Registro de
encurtamento celular de um midcito ventricular de rato (AL, expresso como porcentagem do comprimento da célula
em repouso, L,) durante protocolo experimental empregado para avaliagdo da participagdo relativa dos
transportadores de Ca®* no relaxamento. Inicialmente, o mibcito foi estimulado eletricamente a 0,5 Hz até
estabilizagdo das contragdes (Tw). Em seguida, a estimulacdo elétrica foi interrompida e aplicou-se solugdo NT
contendo cafeina, que evocou uma contratura (CafNT), apds a qual, cafeina foi removida e o RS foi novamente
recarregado por meio de estimulos elétricos. Apos estabilizagdo das contragdes, o midcito foi perfundido com solugao
de Tyrode ONa'0Ca*" por 20 s (nfio mostrado), seguidos de mudanga do perfusato para mesma solugio contendo
cafeina, a qual evocou uma contratura lenta (Caf00). Os periodos de aplicag@o de cafeina estfo indicados por linhas

horizontais e setas, abaixo do tragado.

Em conjunto, os valores de #5*, "% e (Y% possibilitam a analise da

contribuigo dos transportadores de Ca*" para o relaxamento de um Tw, pois o relaxamento dos
diferentes tipos de contracio depende de diferentes conjuntos de transportadores de Ca’" em

operacdo (i.e., transportadores LENTOS em Caf00, LENTOS ¢ NCX em CafNT, e LENTOS, NCX ¢
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ATPase do RS em Tw). Assumimos aqui que a cinética do relaxamento mecanico acompanha
aquela de queda de [Ca™'];, e assim, que a participagdo relativa de cada transportador (i.e., RS-
ATPase (PR4gs), NCX (PRncy) € LENTOS (PRigyros)) no relaxamento mecénico refletiria a
contribuicio do fluxo de Ca®" mediado pelo respectivo transportador na remocdo do Ca®"
citosolico (Bassani et al., 1992, 1994 a,b).

Segundo a abordagem de Bassani et al. (1992), a razdo entre os t;» de relaxamento dos
diferentes tipos de contracdo, fornecem uma boa aproximacgdo da estimativa de PRgrs, PRncx,
PRLENTOS-

Em nosso estudo, empregamos as seguintes formulas para a estimativa de PR zs, PRycy

e PR;gvros no relaxamento:

fTw AL
=1 _1/2
PRA—RS =1 tCafNT AL
1/2
(Tw AL Tw AL
PR _ 1/2 _ 1/2
NCX T [CaﬂVT LAL [Caf 00,AL
1/2 1/2
Tw ,AL
PR — tl/Z
LENTOS Caf 00,AL
t1/2

A estimativa das participagoes relativas indicada acima foi estendida com a aplicacdo de

um modelo baseado em analise compartimental, através do qual procuramos estabelecer uma
~ e e ey . 2+ .

relacdo entre a cinética de relaxamento do midcito e curso temporal do queda da [Ca™']; (vide

Apéndice I).

3.6.2. Variaciio da Concentracio Extracelular de Ca’" (ICa’"],)

Para avaliar a reserva contratil destes miodcitos, analisamos o efeito inotropico de
variagdes da [Ca’']o, segundo abordagem empregada por Ito et al. (2000) ¢ Bassani et al. (2001).
O protocolo empregado estd apresentado na figura 3.8. Um midcito em estudo era
estimulado a 0,5 Hz até estabilizacdo das contragdes (ssTw), das quais se mediram a amplitude
(ALty) € o tempo para 50% de relaxamento (t;,). A seguir, aplicou-se uma pausa estimulatoria de
1 min de duragdo, apds a qual o midcito foi novamente estimulado até a estabilizacdo das

contracdes. Em seguida, a estimulagdo elétrica foi interrompida, e o miocito foi perfundido por 20
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segundos com solugio de Tyrode ONa/0Ca*", o que foi seguido pela aplicagio rapida e mantida
de 10 mM de cafeina dissolvida na mesma solucdo. A amplitude da contratura resultante (ALca0)
foi usada como indice de carga de Ca** do RS. Este protocolo foi repetido para trés valores de
[Ca®]o (0,5 mM, 1 mM e 2 mM), cuja ordem de aplicacdo foi aleatéria. Apos a troca de solugdes

de diferentes [Ca®'],, aguardava-se um periodo de 5 a 10 minutos para estabilizagéo.
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Figura 3.8: Tragados de encurtamento celular (expresso como percentual do comprimento de repouso, %
L,) obtido de miocitos ventriculares de rato, mostrando o protocolo experimental empregado na avaliagdo
da resposta contratil a variagdo da concentracio de calcio extracelular ([Ca®'],). A) Detalhe do protocolo
experimental realizado para cada [Ca®].. O midcito foi estimulado eletricamente e a contragio em regime
estacionario foi avaliada (ssTw). A estimulag@o elétrica foi interrompida temporariamente, com a aplicagdo
de uma pausa estimulatoria de 1 min de durag@o (indicada por uma linha horizontal abaixo do tragado).
Apos estabilizacdo, a estimulacdo elétrica foi novamente interrompida, a célula perfundida com solugao
Tyrode ONa“/0Ca>" por 20 segundos, e a seguir foi aplicada cafeina. Também foi avaliada a amplitude da
contratura evocada (Caf00). B) Resposta de um midcito a 3 diferentes [Ca’], (0,5; 1 e2mM), aplicadas

em ordem aleatéria.
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3.6.3. Estimativa de Variacoes do Conteudo de Ca*" do RS

Para detectar variagdes do conteudo de Ca*" do RS, comparamos a amplitude da Caf00,
cujo procedimento de obtenc@o ja foi descrito. Nestas condigdes, a inibicdo da NCX evita a
abreviagdo do pico da contratura pela extrusdo de Ca®" (vide Bassani ef al., 1993a). A amplitude
de contraturas produzidas por cafeina pode ser empregada como indice de carga do RS somente
em observacdes pareadas, isto €, contraturas observadas em uma mesma célula em resposta a
algum procedimento experimental (Bassani et al., 1993b; Bassani & Bers, 1994a; Shannon ef al.,

2002).

3.6.4. Transporte de Ca’' Durante a Diastole

Diversos estudos abordam a perda de Ca*" pelo RS durante a didstole (Bassani & Bers,
1995; Cheng et al., 1996; Bassani et al., 1997; Shannon et al., 2000). Experimentos prévios
realizados por nosso grupo mostravam uma correlagdo entre a concentragio extracelular de Ca™"
([Ca*" o) e atividade espontanea (Bassani ef al/, 2001).

Neste contexto, estudamos:

a) atividade contratil espontanea do miocito (numero de contragdes espontaneas) durante
uma pausa estimulatoria com 1 min de duragdo, na presenca de diferentes valores de [Ca®'], (0,5;
1 e 2 mM) (Figura 3.8);

b) perda de Ca*" do RS durante uma pausa com 3 min de duracfo, na qual a célula foi
perfundida com solugio de Tyrode sem CaCl,. Nesta condigdo, a extrusdo pelo NCX do Ca*
liberado do RS ¢ termodinamicamente favorecida (Bassani & Bers, 1994, 1995; Ferraz et al.,
2001). O protocolo para este experimento esta apresentado na figura 3.9. Apds estabilizacdo das
contragdes sob estimulagdo elétrica, foi evocada uma Caf00 controle (que denominamos Caf001),
para verificar a carga de Ca>" do RS em steady-state. Apos lavagem da cafeina, a estimulagdo
elétrica foi retomada até nova estabilizacdo, quando consideravamos que a carga de Ca’" do RS
havia retornado ao seu nivel inicial. A seguir, o midcito foi submetido a 3 minutos de pausa
estimulatéria na presenga de Tyrode 0Ca**, ao fim da qual foi evocada uma Caf00 teste (Caf002),
cuja amplitude representa o conteudo residual de Ca®" presente no RS apés a pausa estimulatoria.

Este nivel residual foi expresso pela razdo de amplitude das 2 contraturas (Caf002/Caf001).
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Figura 3.9: Protocolo para estudo da perda de Ca do RS durante a pausa estimulatoria em solucdo de
Tyrode sem Ca*" (indicada por barra horizontal abaixo do registro). Registro de encurtamento celular
(expresso como percentual do comprimento em repouso, % L,) obtido em midcito ventricular isolado de
rato. A amplitude de contraturas evocadas por cafeina em solugio de Tyrode ONa*,0Ca”", foi tomada como
indice do conteudo de Ca*" do RS. A fragdo deste contetido remanescente no RS apos a pausa foi estimada

pela razdo de amplitudes das contraturas antes (Cf001) e depois da pausa (Cf002).

3.7. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). O limite de
significancia estatistica considerado foi 5% (p<0,05).

Utilizou-se analise de variancia bifatorial para comparacdo dos seguintes dados: valores de
massa ventricular e pressdo arterial, dimensdes de midcitos, valores relativos dos niveis de
mRNA, dados de amplitude de contracdes e de seu curso temporal, valores das participacdes
relativas dos transportadores de Ca*" no relaxamento celular, e razdes de amplitude de contratura
de cafeina. Nesta analise, os fatores considerados foram o tipo de cirurgia ¢ o tempo decorrido
apos a mesma. Mais especificamente, utilizou-se analise de variancia bifatorial do tipo nested
(que considerava o fator tempo apos a cirurgia como uma variavel embutida no fator tipo de
cirugia).

Os dados de encurtamento usados para o estudo da atividade contratil e do niimero de
contracdes espontaneas diastolicas em resposta a variagdo de calcio extracelular foram
comparados por analise de variancia trifatorial, na qual os fatores analisados foram o tipo de
cirurgia, tempo apos a cirurgia e [Ca®' ..

Médias foram comparadas por meio de teste de t post-hoc apenas no caso de ocorréncia de

efeito de algum fator e/ou interagdo estatisticamente significante acusada na analise de varidncia.
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As amostras empregadas no estudo dos niveis de mRNA por RT-PCR foram analisadas
quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Francia. Constando que estas ndo apresentavam
distribuigcdo normal, elas foram comparadas pelo teste post hoc de Mann-Whitney.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa Intercooled

STATA 7 (College Station, Texas, USA; Stata Manual, 1999).
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4.1. CARACTERIZACAO DO MODELQO EXPERIMENTAL DE COARCTACAO AORTICA

Uma das formas de se verificar in vivo o sucesso da coarctagdo aodrtica (i.e., producdo de
sobrecarga pressorica arterial) é a constatacdo da existéncia de um gradiente entre as pressdes arteriais
sistolicas medidas na artéria carotida comum direita e artéria femoral esquerda.

Como pode ser visto na Tabela 4.1, a pressdo sistolica na artéria cardtida comum em animais
coarctados foi cerca de 40 mm Hg maior do que a pressdo na artéria femoral, o que caracteriza a eficacia
da colocagdo do clamp aortico para produzir sobrecarga de pressdo e um gradiente sistolico (figura 4.1.A).
Além disso, a pressdo carotidea nestes animais foi significativamente maior (p< 0,05) do que a observada
em animais apoOs periodos equivalentes da cirurgia sham. O gradiente pressorico em todos os animais
coarctados constituia um pré-requisito para sua inclusdo nos grupos de animais coarctados (Coa2 ou
Coa?7). A colocagdo do clamp aortico ndo influenciou a pressdo arterial média medida na artéria femoral
de animais Coa, de modo que esta equiparava-se a pressao arterial medida na artéria carétida de animais
Sh.

Embora o gradiente de pressao sistolica se estabelecesse imediatamente ap6s a colocagao do clamp
aortico; 2 dias de sobrecarga pressorica foram insuficientes para induzir hipertrofia ventricular esquerda
detectavel. A hipertrofia foi constatada somente 7 dias apds a coarctagdo por um aumento de 40% da
razdo entre as massas do ventriculo esquerdo e direito (VE/VD) (p<0,05) (Tabela 4.1.A; Figura 4.1B).
Estes resultados estdo em concordancia com resultados previamente obtidos por (Scopasa et al., 2003),
que constataram hipertrofia ap6s 6, mas ndo apds 2 dias de coarctacdo adrtica; ¢ com resultados obtidos
por Esposito et al. (2001), que constataram hipertrofia apds 7 dias de coarctagdo adrtica.

Analisando as dimensdes dos midcitos, ndo observamos alteracdo do comprimento dos mesmos,
mas observamos um aumento aproximado de 13 % da largura dos miocitos (p<0,05). Se considerarmos
que o miocito se aproxima de um cilindro, ¢ a largura seja o diametro deste cilindro, tal aumento na
largura corresponderia a um consideravel aumento (42%) da 4rea de seccdo transversal, e
consequentemente do volume do midcito, j& que ndo houve alteracdo do comprimento. Talvez o aumento

da razado VE/VD possa ser atribuido em parte a este aumento (Figura 4.1 B, C e D).
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A contribui¢do de outros fatores para o aumento da razdo VE/VD - aumento de tecido intersticial

e componentes vasculares (Canale et al., 1986) — também deve ser levada em conta.

Tabela 4.1.A: Dados hemodinamicos e anatdmicos (média = EPM, erro padrio da média) de animais controles

(Sh) e submetidos a coarctagdo aortica (Coa), apos 2 e 7 dias da cirurgia: pressdo arterial média, pressao arterial

sistolica na artéria carotida direita, pressdo arterial sistdlica medida na artéria femoral, razdo entre as massas do

ventriculo esquerdo e ventriculo direito (VE/VD) e dimensdes dos midcitos (comprimento diastolico e largura). O

numero de observagdes (ratos) encontra-se entre parénteses (Testes de significancia: analise de variancia bifatorial

e teste t post-hoc: * p< 0.05: Coa vs Sh para o mesmo periodo apos cirurgia;

4 p< 0.05: Coa7 vs os demais

grupos.
[Grupos Sh2 Coa2 Sh7 Coa7
p
Peso Corporal (g) 2495 + 12,8 2554 + 6,5 290,7 + 15,4 259,3 10,7
(16) (25) (18) (19)
Pressao Arterial Média 116,82 + 0,65 117,8 + 1,8 118,7 + 0,4 119,1 +1,2
(mmHg) 7) (25) (19) (23)
P. Sist6lica Carétida 131,05 £ 0.5 16830 + 1,8 % 132,10 + 0,6 169,17+ 0,8 *
(mmHg) (17 (25) (19) 23)

P. Sistolica Femoral | = -—— 12494 + 12 - 139,93+ 1,8
(mmHg) (25) (23)
Gradiente Sistolico @ | = -—— 43,68+ 12 - 39,39+ 0,9
(mmHg) (25) (23)
VE/VD 1,52 = 0,06 1,60 = 0,11 1,38 = 0,06 2,25+ 0,07 4

(14) (21) (14) (23)
Comprimento Celular 96,3 + 3,4 98,6+ 3,5 102,9 + 2,8 101,3 = 2,7
Diastolico (um) (19) (25) (20 (22)
Largura celular (um) 252+ 14 238+ 1,0 249 £ 09 283+1,14

(19) (25) (18) (22)
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Tabela 4.1.B: Analise de variancia bifatorial das variaveis: peso corporal, pressdo arterial, pressdo sistolica na
carotida, razdo entre as massas dos ventriculos esquerdo e direito (VE/VD), comprimento inicial dos midcitos em
repouso (L,) e largura dos midcitos para os fatores tipo de cirurgia e tempo apos a mesma (2 ou 7 dias). GL, graus

de liberdade; QM, quadrado médio.

Causas de Variacao ANALISE DE VARIANCIA BIFATORIAL
GL QM F P

Cirurgia 1 3883,36 1,62 0,20

Tempo 1 7963,68 3,33 0,07
Peso corporal cirurgia x tempo 1 6648,62 2,78 0,09

(€] residuo 74 2394,05

Pressao Cirurgia 1 7,5 0,21 0,64
Arterial Média | Tempo 1 52,3 1,45 0,23
(mmHg) cirurgia x tempo 1 1,7 0,05 0,82

residuo 80 36,0

Cirurgia 1 28342 886,5 < 0,001
P. Sist. Tempo 1 18,36 0,57 0,45
|Caroétida cirurgia x tempo 1 1,19 0,01 0,93
(mmHg) residuo 80 31,96

Cirurgia 1 4,07 30,69 <0,001

Tempo 1 2,14 16,11 0,02
VE/VD cirurgia x tempo 1 2,71 20,41 < 0,001

residuo 68

Cirurgia 1 0,01 0,00 0,99
|Comprimento Tempo 1 393,68 1,85 0,17

(Lo, pm) cirurgia x tempo 1 70,27 0,33 0,56

residuo 82 212,88

cirurgia 1 15,13 0,56 0,45
Largura (pm) tempo 1 123,91 4,58 0,03

cirurgia x tempo 1 120,46 4,45 0,03

residuo 80 27,03
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Figura 4.1: A) Gradiente entre as pressdes sistolicas medidas nas artérias carotida e femoral nos animais dos
grupos Coa; B) indice de hipertrofia (razdo de massas das paredes ventriculares esquerda e direita, VE/VD); C) e
D) comprimento diastolico e largura de midcitos ventriculares esquerdos, respectivamente (vide dados da Tabela
4.1; barras representam médias, linhas verticais representam o erro padrio da média - EPM). Resultados
significantes da analise de variancia bifatorial e teste t post hoc foram indicados como: * p< 0.05: Coa7 vs Sh7

(Vide Tabelas 4.1.A e 4.1.B).
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4.2. NivEIS DE mRNA PARA PROTEINAS RELACIONADAS A TRANSPORTE DE [Ca”'];

Experimentos de RT-PCR foram empregados para determinar de modo semi-quantitativo a
expressio de gens que codificam proteinas envolvidas com a homeostasia de Ca®" no ventriculo de

animais dos grupos Sh7 e Coa7. Os gens cujas expressoes foram estudadas foram:

a) Serca2a: isoforma cardiaca da ATPase de Ca’" do RS, A-RS (Misquita et al., 1999);

b) fosfolambam (PLB): proteina associada a A-RS, que atua como um inibidor da mesma (Chu e
Kranias, 2002). Quando PLB ¢ fosforilado - 1i.e., em resposta a estimulacdo -adrenérgica e ativagao
da PKA (Bers, 2001) -, ele se dissocia da 4-RS, o que remove a inibicao desta. Devido ao fato que a
taxa de captacdo de Ca® pelo RS depende da abundancia tanto de A-RS, quanto de PLB, expressamos
nossos resultados também pela razdo Serca2a/PLB (Ren et al., 2003).

¢) NCX1: isoforma cardiaca do trocador Na'/Ca®" (NCX) presente no sarcolema, responsavel pela
extrusdo do Ca®" para o meio extracelular. Ha indicios de alteragdo da expressio deste transportador
sob certas condigdes patologicas como hipertrofia, insuficiéncia cardiaca e infarto (Studer et al., 1994;
Litwin e Bridge, 1997; McCall et al., 1998; Sipido et al., 2002).

d) RyR2: isoforma cardiaca do mondmero (receptor de rianodina, RyR) formador do canal de liberacao
de Ca** do RS (CLCR). Este canal é um tetramero, cuja abertura e liberagio de Ca>" ¢ controlada tanto
do lado citosélico quanto do lado luminal do RS. Do lado citosdlico, a liberagdo de Ca®" por este canal
¢ ativada pelo proprio Ca®’, que desencadeia o processo de liberagdo de Ca®" induzida por Ca*"
(CICR) (Fabiato 1983, Wier e Balke, 1999). Do lado luminal do RS, o controle da abertura do CLCR e
da liberagdo de Ca®" parece ser fungdo da concentragdo luminal de Ca*" livre no RS (Bassani ef al.,
1995a; Snyder et al., 2000; Lukyanenko et al., 2001) e da associacdo da calsequestrina (CSQ) com os
CLCR através da proteina triadina (Beard ef al, 2002).

e) CSQ: proteina do limen do RS, relacionada as fun¢des de armazenamento e controle da liberacao de
Ca’" desta organela. Devido a sua grande capacidade de ligagdo de fons Ca®" (40-50 mol Ca**/mol
CSQ), esta proteina atua como reservatorio de Ca®" no RS, deteminando sua capacidade funcional.
Apos parcial ou totalmente depletado de Ca®’, o RS é novamente carregado pela acdo da 4-RS. O
aumento do nivel de CSQ no RS aumenta a capacidade de armazenamento de Ca’" no RS e de
liberagdo a partir do mesmo, prolonga entretanto o tempo necessario para recarga do RS. Reducdo de

CSQ produz o efeito oposto: reduz o estoque de Ca’", reduz o tempo necessario para a recarga do
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20 8 ativacs 2+
mesmo, € aumenta a propensao a ativacao prematura dos CLCR, mesmo por uma menor carga de Ca”',

o que favorece liberagdo espontinea de Ca" e arritmias (Terentyev et al., 2003).

Os experimentos de amplificacdo pela PCR foram precedidos por ensaios exploratdrios para
determinagdo do nimero ideal de ciclos de amplificacdo empregados na comparagao dos niveis teciduais
de cada um dos mRNA acima. O uso do nimero adequado de ciclos de amplificagdo permitiu comparar
cDNAs provenientes dos diferentes grupos durante sua fase exponencial de sua amplificagdo e evitar
comparagdes na fase em que a amplifica¢do ja havia atingido seu maximo (platd). O niimero de ciclos
escolhido para cada amplifica¢@o correspondia ao nimero empregado para se obter 50% da amplificacdo
maxima.

A figura 4.2 mostra exemplo de ensaios empregados na determinag¢ao do nimero de ciclos a serem
usados na reacao de PCR. O cDNA - obtido por transcricao reversa a partir do mRNA extraido de
grupos Sh7 e Coa7 - foi submetido a um niimero variavel de ciclos de amplificagdo —entre 18 e 40 ciclos
- especifica para cada oligonucleotideo (primer). A amplificagdao obtida para cada nimero de ciclos foi
normalizada pela amplificacdo maxima e expressa em grafico como fun¢do do niamero de ciclos. A partir
destes dados determinamos o numero de ciclos a ser empregado na amplificagdo com cada par de primer.
Por exemplo, para amplificacdo da Serca2a testamos 25, 27, 30 e 35 ciclos; para amplificagdo do para
PLB, 15, 18, 21, 23, 25, 27, 30 e 35 ciclos (Figura 4.2.C.). O numero de ciclos escolhido para a
amplificacdo com cada um destes dois primers (Serca2a e PLB) foi respectivamente por 27 e 23 ciclos.

Os numeros de ciclos empregados em cada uma das reagdes de PCR foram apresentado na Tabela 3.2.
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Figura 4.2. Ensaios preliminares realizados para Serca2a, PLB, RyR2, NCX e CSQ para determinagdo do numero
de ciclos de amplificacdo empregado na comparacdo de Sh e Coa. A e B) Exemplo de géis empregados na
determinagdo do numero de ciclos a serem usados na reacdo de PCR: bandas eletroforéticas para Serca2a apods 25,
27, 30 e 35 ciclos de amplificacdo (A), e para PLB com 15, 18, 21, 23, 25, 27, 30 e 35 ciclos de amplificacao (B).
Nestes casos, optou-se 27 e 23 ciclos para Serca2a e PLB, respectivamente (vide Tabela 3.2). C) Curvas de

calibragdo para escolha do ntimero de ciclos a ser usado em cada reagdo de amplificagdo.
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Definido o nimero de ciclos de amplificacdo para cada par de primer, realizamos experimentos de
PCR a partir de amostras dos grupos Sh7 e Coa7. Nestes experimentos, observamos um aumento da
expressao de Serca2a de aproximadamente 50% no grupo Coa?7, com relagdo a Sh7, mas este aumento nao
foi significativo (embora o valor de p de 0,053 tenha sido bem proximo do limite de significancia
estatistica). A expressdo do PLB no grupo Coa7 nao difere estatisticamente da do grupo Sk7, mas sob o
ponto de vista bioldgico apresenta uma redugdo que pode ser importante, pois Serca2a e PLB constituem
uma unidade funcional na captagdo de Ca®" para o RS. Por esta razio, avaliamos a razdo entre a expressdo
destas duas proteinas (Serca2a/PLB) e esta mostrou-se aumentada em 157% no grupo Coa7 com relagdo
ao grupo Sh7 (p<0,05, Tabela 4.2, Figura 4.3.A e E). Este aumento da razio da mensagem para
Serca2a/PLB ¢ compativel com aumento da taxa de captagio de Ca*” pelo RS, caso seja acompanhado de
aumento da sintese e funcao destas proteinas (Tabela 4.2).

Também estudamos a expressio de proteinas relacionadas a fungdo de armazenamento de Ca®" no
RS e liberagdo de Ca*" a partir do RS — processos mediados por CSQ ¢ RyR2, respectivamente. Nossos
resultados ndo apontam diferengas significativas na expressdao de CSQ e RyR; entre os grupos Sh7 e Coa7
(Tabela 4.2 e Figura 4.3B,C,D). Entretanto o NCX, quando avaliado por este método, apresentou um

aumento de 69% de sua expressao muito proximo do limite de significancia estatistica (p=0,068).

Tabela 4.2: Niveis estimados de mRNAm codificadores de proteinas relacionadas 4 homeostasia de Ca** no
ventriculo: Serca2a, PLB, RyR2, CSQ e NCX. Os dados representam média + EPM da densidade das respectivas
bandas eletroforéticas normalizada pela densidade da banda da B-actina (corrida no mesmo gel), em cada grupo
experimental (vide Apéndice III para dados individuais). O numero de amostras analisadas encontra-se entre

parénteses. (* p<0.05: Coa7 vs Sh7, teste de Mann-Whitney para amostras com distribuigdo ndo normal).

mRNA / mRNA B-actina
mRNA Produto Razao
(bp) sh7 Coa? Coa? P
Sh7
Serca2a 196bp | 075 + 0,12 (3) 115 + 0,14 (5) 1,53 0,053
PLB 126 bp 243 + 061 (4) 145 + 0,94 (5) 0,59 0,221
Serca2a/PLB - 040 + 0,18 (3) 1,03 + 0,15 (5) 2,57 0,025 *
csQ 980 bp 161 + 031 (2) 213 + 073 (3) 1,32 0,564
RyR; 620 bp 145 + 047 (2) 213 + 0,85 (5) 1,46 1,00
NCX 826 bp 098 + 0,18 (5) 168 + 024 (6) 1,69 0,068
B-actina 400 bp 822 + 216  (8) 871 + 208 (13)| 1,05 0,87
(area/1000)
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Figura 4.3. A a D: Bandas eletroforéticas dos produtos da PCR: amplificagdo do DNA complementar ao mRNA
para Serca e PLB (em A), RyR2 (em B), CSQ (em C) e B-actina (em D) em ventriculos esquerdos de ratos 7 dias
apos coarctagdo aortica (Coa7) ou cirurgia simulada (Sh7). D) Valores médios das areas bandas de amplificagdo
da PCR, normalizadas pela area da banda de P-actina na mesma preparagdo (dados da Tabela 4.2, barras

representam médias, linhas verticais representam EPM) (* p<0,05, teste Mann-Whitney).
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4.3. PARTICIPACAO RELATIVA DOS TRANSPORTADORES DE Ca? N0 RELAXAMENTO

A contribuigio relativa dos transportadores de Ca®" no relaxamento de midcitos foi determinada
por meio da razdo entre os valores de t;», do relaxamento de Tw, CafNT e Caf00 - diferentes tipos de
contragdes que nos permitiram isolar funcionalmente os transportadores. Estes  diferentes tipos de
contracao foram caracterizados abaixo.

Paralelamente a estes resultados, apresentamos uma relagdo entre o encurtamento remanescente e
a queda da [Ca®"]' durante o relaxamento do Tw, CafNT e Caf00 e empregamos o resultado desta relago
na analise de nossa estimativa a partir dos t;;s do relaxamento (Apéndice II — Estudo do relaxamento de

miocitos segundo a andlise compartimental).

4.3.1. Caracterizacio dos Tipos de Contracao

A funcdo contratil dos midcitos em regime estacionario foi analisada a partir de pardmetros do Tw,
cujo relaxamento conta com a participacio de todos os transportadores de Ca®". Os pardmetros do Tw
analisados foram: amplitude de contragao (ALrty), tempo para o pico da contracdo (ttprw), tempo para
50% do relaxamento do Tw (t;21w).

ALty a 0,5 Hz na presenga de 1 mM de Ca”" extracelular ndo diferiu significativamente entre os
grupos Sh e Coa (Tabelas 4.3. e Figura 4.4 A,B). A cinética de contracdo — avaliada pela variavel ttpry, —
também ndo se mostrou significativamente alterada. No entanto, o curso temporal do relaxamento
mostrou-se prolongado no grupo Coa7 (titw no grupo Coa7 foi significativamente maior do que nos
grupos Sh7, p = 0,016). Para a varidvel t;,1y detectou-se influéncia estatisticamente significante do tipo
de cirurgia, mas ndo do tempo decorrido apds a mesma ou da intera¢do entre estes fatores (vide tabela
4.3.A e B para resultados e analise de variancia).

Contraturas de cafeina em solugdo de Tyrode normal (CafNT) foram empregadas para estudar o
relaxamento sob o bloqueio seletivo do RS (Bassani et al., 1992, 1994a,b; Bassani e Bassani, 2002). A
cafeina atua sobre os canais de liberacdo de Ca>" do RS, aumentando a sensibilidade destes canais ao Ca*"
e favorecendo a liberagdo de Ca®” induzida por Ca®" (CICR) mesmo em resposta a niveis diastolicos de
Ca®" (Bers et al., 1987). Isto faz com que o Ca”" recaptado seja perdido e o fluxo liquido de recaptagdo do
Ca®" seja nulo. Adicionalmente, empregamos cafeina dissolvida em solu¢io de Tyrode 0Ca*"/0Na”
(Caf00), que induz contraturas ainda mais prologadas, cujo relaxamento ocorre sob bloqueio do RS e do

NCX na remogéo do Ca”" citosolico (e.g., Bassani et al., 1992).
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Os valores de amplitude de pico (ALcant € ALcato) € do tempo para 50% de relaxamento
(ti2cafNT € ti2cao) de CafNT e Caf00, respectivamente, estdo apresentados na Tabela 4.4.A e Figura 4.5.
A andlise de variancia bifatorial ndo apontou efeito significante dos fatores tipo de cirurgia e tempo
decorrido apds a mesma para as variaveis ALCafNT e ALCaf00. Quando aplicada ao ti; cant, @ andlise
de variancia bifatorial apontou significancia apenas do efeito do fator tipo de cirurgia (Tabela 4.4.B).
Comparando estes dados por meio de teste t post hoc, verificamos que ¢ cynr do grupo Coa7 era
significativamente maior que o do grupo S%7 (p=0,046) Analisados por analise de variancia bifatorial, os

valores de ti2caro ndo foram significativamente diferentes entre os diversos grupos.

81



4. RESULTADOS

Tabela 4.3.A: Parametros contrateis do Tw a 0,5 Hz: amplitude (ALry, encurtamento evocado por estimulacdo
elétrica expresso como % do comprimento celular diastélico, Lo), tempo para o pico de contracdo (ttp) e tempo
para 50% de relaxamento (t;2) em midcitos ventriculares isolados de ratos 2 e 7 dias apos cirurgia simulada (Sh2 e
Sh7, respectivamente) e apos coarctagdo adrtica (Coa2 e Coa7, respectivamente). Dados estdo apresentados como
média = EMP, e o nimero de experimentos (n) esta indicado entre parénteses. * p < 0,05 para Coa” vs. Sh7, teste t

post-hoc.
Grupos (n) Sh2 (12) Coa2 (15) Sh7 (9) Coa7 (10)
ALy (% Ly) 11,9 + 1,6 100 + 1,1 10,6 + 09 93 + 1,5
ttprw (S) 0,32 =+ 0,01 0,33 + 0,01 0,29 = 0,02 0,32 + 0,02
t12 Tw (5) 0,19 =+ 0,01 0,23 + 0,01 0,18 + 0,01 0,27 + 0,03 *

Tabela 4.3.B: Analise de variancia bifatorial das variaveis AL, ttpry € t1,1w da contragdo evocada por estimulagdo

elétrica a 0,5 Hz para os fatores tipo de cirurgia (Sh ou Coa) e tempo decorrido apos a mesma (2 ou 7 dias). GL,

graus de liberdade; QM, quadrado médio.

Causas de ANALISE DE VARIANCIA BIFATORIAL
Variacao GL QoM F p
Cirurgia 1 29,77 1,40 0,2438
ALty (%L,) Tempo 1 11,71 0,55 0,4625
cirurgia x tempo 1 0,93 0,04 0,8346
residuo 42 21,30
Cirurgia 1 5.10°7 1,31 0,2597
Tempo 1 3.10° 0,85 0,3604
letp s cirurgia x tempo 1 2.10° 0,57 0,4535
residuo 42 3.107
Cirurgia 1 34. 107 6,28 0,0162
Tempo 1 3.10° 0,50 0,4830
o1 cirurgia x tempo 1 9.10° 1,66 0,2050
residuo 42 5.10°
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Figura 4.4: A) Registros de Tw obtidos em miocitos ventriculares de animais dos grupos Coa7 e Sh7; B)
Amplitude do Tw (ALty, expressa como porcentagem do comprimento celular diastolico, Lo) a 0,5 Hz em
midcitos ventriculares isolados de ratos 2 e 7 dias apos cirurgia simulada (Sh2 e Sh7, respectivamente) e apds
coarctacdo aortica (Coa2 e Coa7, respectivamente); C) tempo para o pico da contragdo (ttp); e D) tempo para 50%
de relaxamento (t» tw) observado em animais do grupo Sh2, Sh7, Coa2 ¢ Coa7. Dados da Tabela 4.3 (barras

representam médias, linhas verticais representam EPM). * p< 0,05, teste t post hoc.
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Tabela 4.4.A: Amplitude (AL, expresso como porcentagem do comprimento celular diastolico, L,) e valores de
tempo para 50% de relaxamento (t;,2) de contraturas evocadas por cafeina dissolvida em solu¢@o de Tyrode normal
(CafNT) e 0Ca*"/ONa” (Caf00) em midcitos ventriculares isolados de ratos apds 2 ¢ 7 dias de cirurgia simulada
(respectivamente Sh2 e Sh7) e coarctagdo aortica (respectivamente Coa2 e Coa7). Resultados apresentados como

média £ EPM; o nimero de observagdes (N) encontra-se entre parénteses. * p< 0,05: Coa7 vs Sh7 (teste t post hoc).

|Grupos (n) Sh2 (12) Coa2 (15) Sh7 (9) Coa7 (10)
ALcant (% Lo)| 251 23 243 £ 2.8 22,5 + 2,6 194 + 34
tizcamt  (5) 12 + 0,13 1,5 £ 0,1 1,1 £ 0,09 1,45 + 0,1%
ALcamo (% Lo)| 312 = 44 33,7 + 34 283 + 1,3 274 + 2,7
tiz camor (5) 57 + 1.2 74 £08 63 + 08 7,6 + 0,9

Tabela 4.4.B.: Analise variancia bifatorial das variaveis ALcamt, ALcamo, tincatnt € tizcao para os fatores tipo de

cirurgia, ¢ tempo decorrido apos a mesma (2 ou 7 dias). QM, quadrado médio; GL, grau de liberdade.

ANALISE DE VARIANCIA BIFATORIAL
Causas de
Variac¢io ALcat ALcamo
GL QM F p GL QM F p
Cirurgia 1 30,55 0,33 0,5692 1 15,77 0,11 0,7373
Tempo 1 165,88 1,79 0,1884 1 257,46 1,86 0,1798
Cirurgia x tempo 1 14,30 0,15 0,6966 1 36,04 0,26 0,6124
Residuo 42 92,80 42 138,45
t1/2, CafNT (Fas) t1/2, Caf0o (Fas)
GL QM F p GL QM F p
Cirurgia 1 1,077 492  0,0320* 1 25,7368 2,20 0,1451
Tempo 1 0,009 0,04 0,8336 1 1,3473 0,12 0,7358
Cirurgia x tempo 1 8,56.107 0,00  0,9998 1 0,2090 0,02  0,8942
Residuo 42 0,2190 42 11,6773
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Figura 4.5: Contraturas evocadas por cafeina dissolvida em solugdo de Tyrode normal (CafNT) e 0Ca*'/0Na"

(Caf00), em midcitos ventriculares isolados de ratos 2 e 7 dias ap6s cirurgia simulada (Sh2 e Sh7, respectivamente)

e apos coarctagdo aodrtica (Coa2 e Coa7, respectivamente). A) e B): valores de tempo para 50% de relaxamento

(ti) de CafNT e Caf00, respectivamente. C) e D) Amplitude destas contraturas, respectivemente, expressa como

porcentagem do comprimento celular diastolico (Lo). Dados da tabela 4.6. As barras verticais representam a média

¢ as linhas representam o EPM. * p< 0,05 entre Coa” e Sh7 (teste t post hoc).
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4.3.2. Estimativa das Contribuicdes Relativas dos Transportadores de Ca*" para o

Relaxamento

(As estimativas e resultados apresentados nesta secao foram calculados conforme modelo matemaético

apresentado nos apéndices I e I1.)

Como, em cada tipo de contracdo, o relaxamento depende de determinados transportadores
atuantes (i.e., dos transportadores lentos na Caf00; dos transportadores lentos ¢ NCX na CafNT; e de
todos os transportadores em conjunto no Tw), razdes entre os valores de t;» do relaxamento de diferentes
tipos de contracdo permitem inferéncias sobre a contribui¢do parcial de cada transportador para a remogao
de Ca®" citosolico durante uma contracdo fisologica, ou seja, sua participagdo relativa (PR zs, PRycy ©
PRcn0s) no relaxamento de midcitos (Bassani et al., 1992, 1994a,b). Os valores de t;, de relaxamento
para os 3 tipos de contracdo estdo apresentados nas Tabelas 4.3 a 4.5. A figura 4.6 ilustra a marcante
diferenga do curso temporal de relaxamento destas contragdes, ressaltada pela normaliza¢do da amplitude

de pico.

SV
100 CafNT
— e Caf00
x
® 75
e
—
< Tw
° 50
>
— 25 A
J

Figura 4.6: Registro do curso temporal do relaxamento de uma contrag@o evocada por estimulacéo elétrica a 0,5 Hz
(Tw, azul escuro), e de contraturas evocadas por cafeina em solugdo NT (CafNT, azul claro) e em solugdo de
Tyrode ONa’/0Ca*" (Caf00, verde) obtidos em midcitos de animais Sh7. A amplitude das contragdes foi
normalizada para 100% da amplitude de pico (AL). Em nossos resultados consideramos apenas o relaxamento

fasico das contraturas de cafeina.
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Os valores de PR zs, PRycx € PR enos foram estimados a partir dos valores de t;; de relaxamento,
conforme descrito no capitulo ‘Materiais e Métodos’ e nos apéndices I e I (Tabela 4.5 e figura 4.7).

A fim de de avaliar se, em nossas condigdes experimentais a estimativa da participagdo relativa a
partir de dados da cinética do relaxamento de miocitos era valida, procuramos formular um modelo que
permitisse uma analise mais detalhada desta abordagem. Este modelo, baseado em andlise
compartimental, encontra-se apresentado no Apéndice I, e estabelece um fator de correcdo, que
denominamos fator de acoplamento quimico-mecdnico — a. Este fator foi determinado experimentalmente

para reducdes fracionais de AL e A[Ca*"]; numa fase restrita do relaxamento das contracdes estudadas
(Tw, CafNT e Caf00) e corrige valores de t;» do relaxamento (tlA/Lz) para valores de t;» da queda da

. rqe 2+ A . - .
concentragio citosolica de Ca*" (157 1). Como exposto no Apéndice I, o valor de a mostrou dependéncia

do tipo de contragdo usada no isolamento funcional dos transportadores de Ca*" (0yc)) determinados para
Tw, CafNT e Caf00 foram respectivamente 0,9661; 1,1712 e 0,8090). A partir destes valores de o),
procedeu-se entdo a corre¢do dos valores de t;; para cada tipo de contragdo e para cada célula estudada,

como mostrado abaixo:

an(g) 15" (g)

PR, ,(g)=1- ”
s Aegnr (&) 154 (2)
an,(g) 4y  an(g) 4y (2)
PRy (g) = L c:l;]sfr AL - CL;’z()O,AL

Aegnr (&) ‘ L (&) cyn(8) ' Lia (g)

an(g) 45 (g)
PR pyros (8) = —=2" =7
revros Qcur 00 (g) ¢ 1C/2f 00-AL (g)

Os valores de PR 4 s, PRycx € PRynsos, corrigidos por ‘o’ encontram-se na tabela 4.5. A figura 4.7

apresenta as PR.rs, PRycx € PRrenos antes (inset) e apds corregdo por ‘o) .

87



4. RESULTADOS

A andlise de variancia bifatorial destes dados ndo apontou diferengas significativas entre os
diversos grupos, seja devido ao tipo de cirurgia ou ao tempo decorrido ap6s a mesma, antes ou apos a
corregdo por ‘o’ (tabela 4.5.B).

Independente da aplicagdo dos fatores de correcdo, as contribui¢des relativas dos transportadores

permaneceram inalteradas para participagdes relativas estimadas a partir de ‘t;»s” do encurtamento (¢,};)
corrigidos ou ndo pelos respectivos oc(g) conforme formulas apresentadas acima (para PRy.gs, o fator de

a a
corregao foi M = 0,8248; para PRpgyros, foi M=1,1941; e para PRycy, foram

A er (&) A cor 00 (&)

usados ambos os fatores de corre¢do. Estes resultados apontam para a manuten¢do do balango dos fluxos
de remogdo de Ca*" do citosol durante o relaxamento. Entretanto, eles ndo descartam a possibilidade de

um aumento conjunto destes fluxos em valor absoluto.

Tabela 4.5.A: Participagéo relativa dos transportadores de Ca*” (ATPase de Ca*" do RS, 4-RS; trocador Na™-Ca®",
NCX; e sistemas lentos) no relaxamento determinada em miocitos ventriculares isolados de ratos 2 e 7 dias apos
cirurgia simulada (Sh2 e Sh7, respectivamente) e apos coarctagdo aortica (Coa2 e Coa7, respectivamente). Estdo

apresentados média + EPM, calculados a partir de valores de t;, de relaxamento ndo corrigidos e apds corregdo

destes valores por a (veja texto para detalhes). O nimero de experimentos estd indicado entre parénteses.

Participacao Sh2 Coa2 Sh7 Coa7
Relativa (%) 12) as) ©) 10)
A-RS 80,1+ 3,1 82,8 +£2,2 83,4+1,8 80,3 +3,1
Nao corrigida
NCX 14,3 + 1,6 13,7+ 2,0 13,1 £ 1,6 15,6 £2,9
Lentos 5,6 +1,6 34+ 04 3,5+ 0,7 4,0 £ 0,7
A-RS 83,6 £ 2,5 858+1,8 86,3 +1,5 83,8 +£2,6
Corrigida por
“a” NCX 9,7+0,8 10,0 = 1,6 9,5 +1,3 11,4+2,4
Lentos 6,7+1,9 41+ 04 4,1+ 0,8 4,7+0,8
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Tabela 4.5.B: Analise de variancia bifatorial das variaveis PRA—RS; PRNCX: PRLENTOS (5] PRA-RS—O(, PRNCX—O() PRLENTOS-O(
para os fatores tipo de cirurgia (S# ou Coa) e tempo decorrido apos a cirurgia (2 ou 7 dias). GL, graus de liberdade;

QM, quadrado médio.

Causas de ANALISE DE VARIANCIA BIFATORIAL
Variacao GL QoM F p

Cirurgia 1 1.4393 0,020 0,8947
PR s Tempo 1 0,4053 0,001 0,9440

cirurgia x tempo 1 93,4363 1,150 0,2893

residuo 42 81,1174

Cirurgia 1 5,1414 0,10 0,7529

Tempo 1 2,7728 0,05 0,8169
PRxcx cirurgia x tempo 1 27,7874 0,54 0,4653

residuo 42 51,1878

Cirurgia 1 12,0214 1,13 0,2930

Tempo 1 5,5055 0,50 0,4832
PRy ENTOS cirurgia x tempo 1 19,3148 1,82 0,1843

residuo 42 10,6000

Cirurgia 1 0,9793 0,02 0,8947
PRARS-« Tempo 1 0,2758 0,00 0,9440

cirurgia x tempo 1 63,5766 1,15 0,2893

residuo 42 55,1955

Cirurgia 1 9,9021 0,33 0,5712

Tempo 1 4,9406 0,16 0,6889
PRncx. cirurgia x tempo 1 7,4592 0,25 0,6230

residuo 42 30,3966

Cirurgia 1 17,1097 1,13 0,2930

Tempo 1 7,5512 0,50 0,4832
PRLENTOS.q cirurgia x tempo 1 27,4903 1,82 0,1843

residuo 42 15,0874
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Figura 4.7. Participagio relativa (PR) dos transportadores de Ca®" (ATPase de Ca®" do RS, A-RS; trocador Na'-
Ca®", NCX; e sistemas lentos, Ln) no relaxamento estimada em midcitos ventriculares isolados de ratos 2 e 7 dias
apos cirurgia simulada (Sh2 e Sh7, respectivamente) e apds coarctagdo adrtica (Coa2 ¢ Coa7, respectivamente),
apos corre¢do valores de tj» de relaxamento pelo ‘coeficiente de acoplamento quimico-mecanico’ (a). Inset:
Estimativa realizada sem a correcdo. Barras e linhas verticais representam médias ¢ EPM, respectivamente (dados

apresentados na Tabela 4.5).

4.4. RESPOSTA INOTROPICA A VARIACAO DA [Ca*'],.

4.4.1. Amplitude de contragao em resposta a estimulos elétricos (Tw):

Em experimentos realizados anteriormente em nosso laboratorio (Bassani ef al., 2001), haviamos
observado um aumento da amplitude do Tw em midcitos ventriculares de rato em resposta ao aumento de
[Ca®'], entre 0,25 ¢ 2 mM. Resultados obtidos por Ito ef al. (2000) mostraram que midcitos ventriculares
de ratos 7 semanas apds estenose aortica mostravam uma reducdo da resposta contratil ao aumento de

2+ . Yy oy s . . .
[Ca™],, ou seja apresentavam menor reserva contratil que miocitos de animais controles. Tendo em vista
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estes resultados, consideramos relevante avaliar esta resposta na fase de instalagdo da hipertrofia
ventricular, na faixa de [Ca®], entre 0,5 ¢ 2 mM.

A analise de variancia trifatorial para a amplitude do Tw a 0,5 Hz evidenciou que a resposta
inotrépica positiva ao aumento da [Ca*"], ndo pdde ser atribuido a alteragdes decorrentes da cirurgia, mas
devia-se unicamente a [Ca®], (Tabela 4.6.A ¢ B). Quando normalizamos a amplitude do Tw obtida em
diferentes [Ca®'], pela amplitude obtida em ImM de [Ca*'],, ficou evidente que o efeito inotropico
positivo foi semelhante em todos os grupos experimentais (Tabela 4.6.A e B; Figura 4.8). Tais resultados

sugerem manutencdo da resposta contratil na fase de instalagdo da hipertrofia.

Tabela 4.6.A: Amplitude da contra¢do (Tw) evocada por estimulagdo elétrica a 0,5 Hz na presenga de diferentes concentragdes
de calcio extracelular ([Cay]oz 0,5, 1 e 2 mM), obtida em midcitos ventriculares isolados de ratos 2 e 7 dias apds cirurgia
simulada (Sh2 e Sh7, respectivamente) e apds coarctagdo aortica (Coa2 e Coa7, respectivamente). Os dados estdo apresentados
como média £ EPM. Para cada grupo, o encurtamento desenvolvido estd apresentado como porcentagem do comprimento
celular diastolico (% L) e também como porcentagem da amplitude desenvolvida a 1 mM [Ca®*], (valores entre colchetes). O
numero de células analisadas est4 indicado entre parénteses, ao lado do nome de cada grupo; o nimero de observagoes (N)

encontra-se entre parénteses.

TW (% Lo)
[Ca”"]o (mM) (% TW em 1 mM [Ca*"],)
0,5 mM 1,0 mM 2,0 mM
Sh2 an 59+ 1,2 93 + 1,5 148 + 1,8
[64,5 + 8,4] [100] [177,6 +20,7]
Coa2 ) 50+ 09 96 + 12 11,1 + 1,3
[48,8 + 7.,4] [100] [129,4 + 16,9]
Sh7 (14) 39+ 05 93 + 07 134 + 14
[42,4 + 4,7] [100] [150,1 + 18,6]
Coa7 (12) 38 £ 0,6 93 + 1,1 1,6 + 1,0
[41,9 + 5.1] [100] [145,65 + 252]
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Tabela 4.6.B.: Analise de varidncia bifatorial da variavel AL, para o tipo de cirurgia, tempo decorrido apds a

cirurgia (2 ou 7 dias) e concentragio de Ca®" extracelular ([Ca”"],). GL, graus de liberdade; QM, quadrado médio.

Causas de Variacao ANALISE DE VARIANCIA BIFATORIAL
GL QM F p
Cirurgia 1 58,27 3,73 0,0557
Tempo 1 9,25 0,60 0,4381
[Ca™], 2 769,23 48,61 <0,001
Cirurgia x tempo 1 13,39 0,86 0,3564
ALrw Cirurgia x [Ca™"], 2 31,45 2,01 0,1379
o
(% L) tempo x [Ca®], 2 9,99 0,64 0,5295
cirugia x tempo x [Ca®"], 2 5,02 0,32 0,7259
residuo 132 15,63
Cirurgia 1 4859,1624 2,70 0,1030
Tempo 1 1502,7209 0,83 0,3629
ALy [Ca®™], 2 119307,965 66,19 <0,001
(% A]-‘Tw

em 1lmM |cirurgia x tempo 1 3603,0211 2,00 0,1598
de [Ca™"],) cirurgia x [Ca™], 2 2454,2633 1,36 0,2599
tempo x [Ca®'], 2 733,9576 0,41 0,6664
cirugia x tempo x [Ca®'], 2 1700,7878 0,94 0,3919

residuo 132 1802,6250
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Figura 4.8: Resposta contratil a variagdes da concentragdo de calcio extracelular ([Ca*'],), registrada em em
midcitos ventriculares isolados de ratos 2 e 7 dias apds cirurgia simulada (Sh2 e Sh7, respectivamente) e apos
coarctacdo aortica (Coa2 e Coa7, respectivamente) estimulados a 0,5 Hz. A) Registro do encurtamento (expresso
como porcentagem do comprimento celular diastélico, Lo) na presencga de 0,5; 1 e 2 mM [Ca2+]o. em células dos
grupos Sh2 e Coa2; B) Amplitude normalizada das contragdes (como porcentagem da amplitude em 1 mM [Ca®],

na respectiva célula) na presenca de diferentes [Ca®"].. Os dados ilustrados estdo apresentados na Tabela 4.6.

4.4.2. Amplitude da Contratura de Cafeina em Tyrode 0Na"/0Ca*" (Caf00)

A amplitude de Cf00 foi usada como indice de carga de Ca*" do RS para observagdes pareadas, o
que nos permite detectar indiretamente possiveis variagdes do contetdo de Ca®" nesta organela,
dependentes de [Ca®],.

Como no caso do Tw, a andlise de variancia trifatorial apontou influéncia significativa apenas da
[Ca*"],, mas ndo dos fatores ‘cirurgia’, ‘tempo apos a cirurgia’, ou de interagdo destes fatores (Tabela
4.6.B). Comparando os dados apresentados nas tabelas 4.6.A (Tw) e 4.7.A (Caf00), observamos que, a
amplitude de ambos os tipos de contragio ¢ tanto maior quanto maior [Ca’'],, mas as variacdes

percentuais para Caf00 foram bem menores do que para Tw. Estes dados estao ilustrados na figura 4.9.
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Tabela 4.7.A: Amplitude de contraturas evocadas por cafeina em solu¢io de Tyrode ONa'/0Ca®" (Caf00)

registradas em midcitos ventriculares isolados de ratos 2 e 7 dias apds cirurgia simulada (Sh2 e Sh7,

respectivamente) e apds coarctacdo aortica (Coa2 e Coa7, respectivamente), apds perfusdo e estimulacdo a 0,5 Hz

por 10 min na presenca de diferentes concentragdes de calcio ([Ca2+]0). Os resultados foram expressos como média

+ EPM, e a amplitude das Caf00 foi normalizada por aquela registrada na presenca de 1 mM [Caz+]0 na respectiva

célula. O niimero de células estudadas esta indicado entre parénteses.

Amplitude de Caf00 (% de 1 mM [Ca’*],)
[Ca*]o (mM)
0.5 mM 1.0 mM 2.0 mM
Sh2 (11) 87,4+ 5,7 100 109,9 + 5,7
Coa2 9) 79,7 + 7,5 100 108,1 + 8,1
Sh7 (14) 82,5+ 5,2 100 109,5 + 6,1
Coa7 (12) 86,7+ 7.8 100 1103 + 11,8

Tabela 4.7.B.: Analise de varidncia trifatorial da variavel ALc,n0 para o tipo de cirurgia, tempo decorrido apds a

cirurgia (2 ou 7 dias) e concentragio de Ca®" extracelular ([Ca®"],). GL, graus de liberdade; QM, quadrado médio.

Causas de Variacao

ANALISE DE VARIANCIA BIFATORIAL

GL QM F p
cirurgia 1 21,0723 0,05 0,8289
tempo 1 15,0622 0,03 0,8550
[Ca™], 2 7820,8498 17,41 0,0000
ALcafoo
cirurgia x tempo 1 208,4683 0,46 0,4969
% ALCaf00 d
(Vo ALCal00 de| . irgia x [Ca'], 2 9,6631 0,02 0.9787
1 mM [Ca®],)
tempo x [Ca®'], 2 3,7750 0,01 0,9916
cirugia x tempo x [Ca*'], 2 114,9726 0,26 0,7746
residuo 132 449,2487
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Figura 4.9: Amplitude da contraturas de cafeina em Tyrode ONa'/0 Ca*" (Caf00) em resposta a variagcdes da
concentragdo de calcio extracelular ([Ca*"],), evocadas em midcitos ventriculares isolados de ratos 2 ¢ 7 dias apds
cirurgia simulada (Sh2 e Sh7, respectivamente) e apos coarctagdo aodrtica (Coa2 e Coa7, respectivamente) e
estimulados a 0,5 Hz. A) Registros de Caf00 na presenca de 0,5; 1 ¢ 2 mM [Ca*'],. B) Amplitude normalizada das
contraturas de Caf00 em resposta a variagdo da [Ca®’], (contraturas foram expressas como porcentagem da
amplitude da contratura em 1 mM [Ca®"], na respectiva célula). Os resultados foram expressos como média +

EPM. Dados apresentados na Tabela 4.9.

4.5. TRANSPORTE DE Ca*’ DURANTE A DIASTOLE

4.5.1. Atividade Espontinea em Resposta ao Aumento de [Ca®],

Estudos recentes mostraram que a liberagio de Ca*" durante o ECC e a liberagio espontinea
durante a diastole resultam de um evento elementar comum de liberagio de Ca®’, o spark de Ca**
(Cannell et al. 1994; Cheng et al.,1996). Durante a ECC, a liberagao de Ca’" suficiente para promover a
contracdo resulta da somagdo temporal e espacial de sparks de Ca®” (Cheng et al., 1996). Os sparks
constituem liberagdo espontanea local de Ca®" pelo RS, mas podem em alguns casos ativar sitios vizinhos
de liberagdo de Ca®* promovendo ondas de liberagio de Ca®" e que se propagam pelo midcito (Cheng et

al., 1996). Um mecanismo proposto para explicar a propagacdo destas ondas, que se expressam como
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contragdes espontaneas, consiste na liberagdo de Ca*" induzida por Ca*" (CICR), ou seja, o Ca*" recém-
liberado do RS serve para a retro-alimentagdo positiva da liberagdo de Ca>" a partir de sitios vizinhos; ou
seja, a CICR foi apresentada como mecanismo para explicar a propagacao de ondas diante do aumento
local da [Ca®"]; devido & maior liberagdo diastolica de Ca*" pelo RS durante a sobrecarga de Ca®" (Backx
et al., 1989), observacdo posteriormente corroborada por Cheng et al. (1996) e Bassani et al. (1997).
Segundo Bers et al. (1998), trés principais fatores parecem influenciar diretamente a liberagdo espontanea
localizada de Ca®" do RS: a) a concentracdo citosolica de Ca®"; b) o conteado de Ca*” do RS; e c¢)
periodo refratario do CLCR (Cheng et al., 1996; Bers, 1998).

Em estudos prévios obtidos do nosso laboratério, observamos uma relacdo entre a atividade
contrétil espontinea durante pausa prolongada (diastole) e aumento da [Ca*'], de 0,25 para 2 mM em
miocitos ventriculares de rato (Bassani et al., 2001). Neste contexto, consideramos relevante observar o
controle da liberagdo de Ca’" a partir do RS em nossos animais submetidos a coarctagdo adrtica. Nestes
experimentos, avaliamos a freqiiéncia de contra¢des espontaneas de miocitos durante um minuto de pausa
da estimulacdo elétrica, visando investigar como a variacdo da [Ca’'], poderia facilitar a liberagio
diastolica de Ca** do RS nos grupos Sk e Coa.

A atividade espontanea do midcito durante a pausa foi avaliada apos este ter atingido o regime
estacionario durante estimulagdo elétrica (Tw) em cada concentragdo de [Ca®'], empregada (0,5 mM, 1
mM e 2 mM). Durante a estimulagdo elétrica, o influxo de Ca’' via Icar depende da [Ca2+]0,, favorecendo
o enchimento do RS, que, quando sobrecarregado, apresenta maior perda espontinea de Ca>* (Bassani et
al., 1995% Bassani et al., 1997).

Nestes experimentos, observamos que o aumento da freqiiéncia de contragcdes espontaneas em
resposta ao aumento de [Ca*"], era comum a todos os grupos experimentais, mas que os midcitos dos
grupos Coa apresentaram maior freqiiéncia do que os do grupos Sk (para quaisquer valores de [Ca®'],).
(tabela 4.8.A e figura 4.10).

A andlise de variancia trifatorial para tipo de cirurgia, tempo apos cirurgia e [Ca*'], apontou que
as diferencas entre as freqliéncias de contragdes espontineas observadas entre os grupos poderiam ser
atribuidas a cirurgia (ao efeito da coarctacio), a [Ca’'], e 4 interacdo de ambos fatores (tabela 4.8.A e B).
A freqiiéncia de contragdo apresentou uma relagdo positiva com a [Ca*"], em todos os grupos, mas seu
aumento foi maior nos grupos Coa, especialmente para maiores valores de [Ca’"],. No entanto, em

2+ . ~ A oo . o
qualquer [Ca” ],, a frequencia de contragdes espontaneas foi maior em células de animais Coa.
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Tabela 4.8.A: Numero de contragdes espontaneas registradas durante um minuto de pausa estimulatéria em

midcitos ventriculares isolados de ratos 2 e 7 dias apds cirurgia simulada (Sh2 e Sh7, respectivamente) e apos

~ L, . . . ~ 2+
coarctacdo aortica (Coa2 e Coa7, respectivamente), na presenca de diferentes concentragdes extracelulares de Ca

([Ca®],). Os resultados estdo expressos como média + EPM, e o numero de células estudadas estd indicado entre

parénteses. * p<0,05: Coa2 vs Sh2 ou Coa7 vs Sh7.

” NUMERO DE CONTRACOES ESPONTANEAS/MIN
[Ca™"], (mM)
0.5 mM 1 mM 2 Mm
Sh2 (10) 04 + 0,0 1,3 + 04 3,7+ 1,1
Coa2 (11 1,8 + 0,5 39+ 14 + 3,1*
Sh7 (14) 1,0 + 0,6 1,3 + 0,7 + 14
Coa7 (12) 1,7 + 0,7 44 + 12 * + 2,0%

Tabela 4.8.B.: Andlise de variancia trifatorial da varidvel ‘nimero de contra¢des espontaneas durante a pausa’ para

os fatores tipo de cirurgia, tempo decorrido apés a cirurgia (2 ou 7 dias) e concentracdo de Ca’" extracelular

([Ca*"],). GL, graus de liberdade; QM, quadrado médio.

Causas de Variacao

ANALISE DE VARIANCIA BIFATORIAL

GL QM F P

Cirurgia 1 451,9107 20,92 p <0,001
tempo 1 0,0039 0,00 0,9893

Frequéncia | o 2 588,3229 27,23 p < 0,001

de
contracdes cirurgia x tempo 1 19,6706 0,91 0,3417
espontineas/ | cirurgia x [Ca™], 2 100,0499 4,63 0,0114
min tempo x [Ca®'], 2 2,0378 0,09 0,9100
cirugia x tempo x [Ca*'], 2 19,0381 0,88 0,4167
residuo 132 21,6032
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Figura 4.10: Atividade espontanea dos miocitos durante pausa estimulatéria em miodcitos ventriculares isolados de
ratos 2 e 7 dias ap6s cirurgia simulada (Sh2 e Sh7, respectivamente) e apds coarctacdo aortica (Coa2 e Coa7,
respectivamente), na presenca de diferentes concentragdes extracelulares de Ca>" ([Ca®],). A) Registros da
atividade espontanea durante 1 minuto de pausa em midcitos dos grupos Sh7 (registro superior) e Coa7 (registro
inferior). B) Numero de contragdes espontineas por minuto de pausa nos diferentes grupos, como fungdo de
[Ca®],. Os resultados estdo expressos como média (barras) + EPM (linhas verticais), e sio os mesmo apresentados

na Tabela 4.8.

4.5.2. Perda de Ca’" do RS durante a Diastole

Tendo observado maior atividade espontanea em miocitos de animais Coa, em comparagao com os
respectivos grupos Sh, em todos os valores de [Ca®], estudados, consideramos relevante verificar se este
aumento devia-se a maior perda diastolica de Ca*" do RS. Para tal, comparamos a amplitude de Caf00s
obtidas em steady-state (0,5 Hz) e apos pausa estimulatoria de 3 min. Durante este periodo de pausa, a
célula era perfundida com solugiio sem Ca®’, segundo Bassani e Bers (1994, 1995) e Ferraz et al. (2001).
A auséncia de Ca”" extracelular favorece o funcionamento da NCX em seu modo direto, em competicdo
com a A-RS, o que, durante a diastole, leva a perda cumulativa de Ca** do RS. Esta perda em condigdes
controles seria mascarada pela baixa atividade diastolica da NCX e pela grande atividade da A-RS em
ratos (Bassani e Bers, 1994, 1995; Ferraz et al., 2001). A razdo da amplitude das duas Caf00s (antes e

apos a pausa) ¢ inversamente relacionada a perda de Ca®” do RS (Bassani ef al., 1993, 1995).
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Os resultados estdo apresentados nas tabelas 4.9. e figura 4.11. A analise de variancia bifatorial

mostrou que a diferenca entre grupos na perda de Ca>" do RS durante a pausa pdde ser atribuida a cirurgia

(p=0,0007), sendo maior nos grupos Coa do que nos S4 (p<0,05).

Tabela 4.9.A: Razdo da amplitude de contraturas evocadas por cafeina em solugio de Tyrode ONa',0Ca*" (Caf00)

em steady-state sob estimulagdo elétrica a 0,5 Hz (Caf001) e apds pausa estimulatoéria de 3 min em solugdo de

Tyrode 0Ca®* (Caf002). Dados apresentados como média = EPM, obtidos em midcios ventriculares isolados de

ratos 2 e 7 dias apos cirurgia simulada (Sh2 e Sh7, respectivamente) e apos coarctagdo aortica (Coa2 e Coa7,

respectivamente). O niimero de experimentos esta indicado entre parénteses. * p< 0,05: teste t post-hoc Coa vs Sh,

nos respectivos tempos apos a cirurgia.

IGRUPOS (N)

Sh2 (10)

Coa2 (10) Sh7 (8) Coa7 (9)

CAF002/CAFr001 79,2 £ 6,8

52,9 + 4,2* 73,7 £ 3,8 63,0 + 4,4*

Tabela 4.9.B: Analise de variancia bifatorial das variavel ‘razdo entre a contratura de cafeina em steady-state ¢ a

contratura ap6s pausa estimulatoria para o tipo de cirurgia e tempo apods a cirurgia (2 ou 7 dias). GL, graus de

liberdade; QM, quadrado médio.

Causas de Variacao ANALISE DE VARIANCIA BIFATORIAL
GL QM F P
Cirurgia 1 3353,6712 13,87 0,0007
Tempo 1 60,2962 0,25 0,6208
|Caf002/Caf001 | cirurgia x tempo 1 558,8395 2,31 0,1379
residuo 74 241,7647
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Figura 4.11: Perda de Ca®" do RS ap0s pausa estimulatéria de 3 min em solugdo de Tyrode 0 Ca®". A) Registros
de contraturas evocadas por cafeina em solugio de Tyrode ONa™-0Ca®" apos estimulagdo em steady-state a 0,5 Hz
(Caf001) e apds pausa estimulatoria (Caf002), em midcitos ventriculares isolados de ratos 2 e 7 dias apds cirurgia
simulada (Sh2 e Sh7, respectivamente) e apo6s coarctagdo aortica (Coa2 e Coa7, respectivamente). B) Razdo das
amplitudes de Caf002 e Caf001. Barras representam médias, linhas verticais representam EPM. Dados apresentados

na Tabela 4.9. * p< 0,05 teste t post-hoc.
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5. DISCUSSAO:

5.1.CARACTERIZACAO DA HIPERTROFIA CARDIACA

Hipertrofia cardiaca ¢ um mecanismo adaptativo dependente do tipo, duragdo e intensidade do
estimulo (Bers, 2001). Em nosso estudo adotamos um modelo de hipertrofia por sobrecarga
pressorica, no qual a hipertrofia deve-se a estimulos mecanicos e a ativagdo do sistema renina
angiotensina e sistema nervoso simpatico (Akers ef al., 2000). Este modelo ¢ relativamente bem
caracterizado e ja foi objeto de muitos estudos.

Embora a sinalizacdo para o desenvolvimento da hipertrofia seja ativada minutos apds o inicio
do estimulo mecanico (Domingos et al., 2002), a manifestacio da mesma requer mais tempo pois
envolve reprogramacgao genética, sintese proteica e reestruturamento celular e tecidual. No caso de
sobrecarga pressorica por coarctacdo aortica, sdo suficientes alguns dias para constatacdo e
estabilizacdo da hipertrofia. Scopacasa et al. (2003) observaram que a razdo VE/VD apds 2, 6 ¢ 15
dias de coarctacdo adrtica correspondia respectivamente a 3,9+0,12, 4,2+0,1 e 4,3+0,1 - resultados
que sugerem uma estabilizagdo da hipertrofia apds o sexto dia de coarctag@o aortica. Os resultados de
Arai et al. (1996) mostram niveis variaveis de hipertrofia em ratos 8 dias apos coarctagdo adrtica,
mas resultados de outros autores confirmam os resultados de Scopacasa et al. (2003). Em um estudo
sobre o efeito agudo da coarctagcdo adrtica apos 6, 12, 24, 48 e 96 horas em porcos, Nediani et al.
(2000) constataram aumento da espessura da parede ventricular apds 96 horas. Akers et al. (2000)
constataram hipertrofia 3 dias apos coartacdo aodrtica, coincidindo com a ativacdo do sistema-renina
angiotensina.

Neste contexto, adotamos um modelo de hipertrofia em rato induzida por 2 ou 7 dias de
coarctacdo aodrtica. Em nossos experimentos ndo constatamos hipertrofia 2 dias apds coarctagdao da
aorta. A hipertrofia foi constatada 7 dias apds a cirurgia pelo aumento da razdo VE/VD e aumento da
largura dos miocitos. Nossos resultados estdo de acordo com os obtidos por Scopacasa et al. (2003),
que ndo constataram aumento da razdo VE/VD 2 dias ap0s a coarctacdo da aorta, mas somente 6 dias
apos a cirurgia. Akers et al. (2000) observaram um aumento da razao entre VE e peso corporal apds

10 dias de coarctagao da aorta abdominal.
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Nossos resultados divergem daqueles obtidos por Anversa ef al. (1975), que observaram um
aumento de 9% do didmetro do midcito e aumento correspondente de 20% de sua area de seccdo
transversal ja apos 20 horas de constrigdo da aorta abdominal. A este aumento correspondia um
aumento de 43% da incorporacdo de amino-acidos para sintese proteica. Estes autores nao
observaram aumento do comprimento do midcito. Tais resultados foram posteriormente reproduzidos
e estendidos pelos mesmos autores (Anversa et al., 1976), correlacionando o aumento da area de
sec¢ao transversal ao aumento do volume mitocondrial (36%), aumento do volume do RS (78%) ¢
aumento do volume de miofibrilas (4%).

Loud et al. (1978) observaram aumento de 21 a 37% do volume de midcitos, em um intervalo
compreendido entre 1 ou 4 semanas ap6s a coarctagdo da artéria renal, dependendo da procedéncia do
midcito - endocardio ou epicardio. O aumento de dimensdes miocitarias também foi observado por
Delbridge et al. (1997) neste mesmo modelo experimental.

Além do aumento da espessura da parede ventricular e das dimensdes dos midcitos, alteragdes
caracteristicas da hipertrofia concéntrica por sobrecarga pressorica, outros mecanismos de
remodelamento ocorrem paralelamente a hipertrofia. Dentre estes, alteracdo da expressdo genética de
proteinas contrateis ¢ de proteinas associadas ao controle de Ca®’, alteracio de propriedades
mecanicas e elétricas dos midcitos e do coragdo, possivelmente alteracdo da fungdo diastdlica e/ou
sistolica (Edmunds, 1997).

Uma propriedade mecanica comumente alterada durante o desenvolvimento da hipertrofia no
VE ¢ a complacéncia do mesmo, que se reduz na medida em que o ventriculo se torna fibrético
(Opie, 1988). Algumas alteragdes adaptativas da hipertrofia podem ser observadas no diagrama
pressdo-volume. Na hipertrofia observamos um maior aumento da pressdo intra-ventricular em
resposta a um dado influxo de sangue ao VE do que em coragdes ndo hipetrofiados (deslocamento
para cima da relagdo P-V durante a diastole e conseqiiente aumento da derivada dP/dV do diagrama
P-V, observada nas curva E e E’ da figura 1.8.C) (Edmunds, 1997; Opie, 1988). Aumento adicional
da rigidez ventricular pode ocasionar disfuncdo do enchimento ventricular durante a diastole,
comprometendo a sistole subseqiiente (Braunwald, 2001).

Braunwald (2001) relata que em casos de estenose aortica observam-se correlagdes negativas
entre ‘tensdo parietal e fracdo de eje¢do’ e ‘tensdo parietal e velocidade de encurtamento da fibra
miocardica’. Segundo este autor, a amplitude de encurtamento das fibras miocardicas de individuos

com estenose aodrtica ndo se distingue na maioria dos casos da amplitude de encurtamento observada
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nas fibras de individuos normais. Por outro lado, a reducdo da fracao de ejecao (dada pela razao entre
volume sistolico e volume diastolico final) e da velocidade de encurtamento das fibras esta
relacionada a distirbio do esvaziamento ventricular, que pode, posteriormente, evoluir para disfungao
sistélica. A disfun¢do sistolica durante a sobrecarga pressorica ocorre quando o grau de hipertrofia é
insuficiente para compensar esta pos-carga. Isto aponta o grau de hipertrofia ventricular como um
determinante critico do desempenho do ventriculo no caso de sobrecarga pressorica; isto €, 0 mau
desempenho cardiaco ndo ¢ necessariamente causado por depressdo intrinseca da contratilidade

miocardica, mas pode ser secundario a um grau inadequado de hipertrofia (Braunwald, 2001).

5.2. MODULACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS NA HIPERTROFIA

A contratilidade dos midcitos é determinada pela mobilizagdo de Ca®" citosélico durante a
sistole, e também por caracteristicas mecanicas passivas do midcito (e.g., aumento da rigidez) e
alteracdes funcionais dos miofilamentos devidas a aumento da expressdo das proteinas B-MHC,
desmina e tubulina (Watkins et al, 1987; Watson et al., 1996; Wang et al., 1999).

Muitos sdo os estudos que enfocam a expressdo de proteinas e a funcdo contratil de
midcitos, sobretudo durante a transi¢ao da hipertrofia compensada para a insuficiéncia cardiaca ou a
durante a insuficiéncia cardiaca. Menos numerosos sdo os estudos que abordam a fase de instalagao
da hipertrofia. Abaixo se encontra um pequeno compéndio de estudos que procuraram estabelecer
uma relagio entre a expressdo/atividade de proteinas relacionadas ao transporte de Ca’ e a
contratilidade cardiaca e alteragdes observadas na hipertrofia.

Como mobilizagio de Ca®" citosélico durante o processo de acoplamento excitaco
contragio (ECC) depende do trigger Ca*" e da liberagio de Ca*" do RS, e esta, por sua vez, da carga
de Ca*" do RS (Bers, 2001; Bers et al., 1998; Bassani et al., 1995a), convém considerar a regulacao
da fungdo da A-RS durante a instalagdo/desenvolvimento da hipertrofia, j& que esta ¢ um dos

determinantes da carga de Ca®" do RS.
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a) Serca2a e PLB

A isoforma predominante da A-RS no tecido cardiaco ¢ a Serca2a (Loukianov et al., 1998;
Ver Heyen et al., 2001; Vangheluwe e al., 2003). A captagio de Ca’" pela A-RS é controlada pelo
PLB, que exerce um controle negativo sobre a bomba (Santana et al., 1997a ¢ 1997b; Tada e
Toyofuku, 1996; Tada et al., 1998). A associagdo do PLB com a A-RS resulta em redugdo da

afinidade da A4-RS pelo Ca®" (aumento da constante de Michaelis-Menten, Km ., ) (Hicks et al.,
Ca

1979; Inui et al., 1986; Bers, 2001). Quando fosforilado pela PKA em resposta a catecolaminas
(abundantes devido a ativagdo simpatica durante a sobrecarga pressorica), o PLB dissocia-se da 4-RS,
resultando no aumento da afinidade da A-RS pelo Ca*" (Kranias et al., 1982; Kranias, 1985; Li ef al.,
2000).

Nossa abordagem para estudar algumas das proteinas relacionadas a regulagio do Ca®*
citosdlico, o RT-PCR, nos permite comparar os niveis de mRNA transcritos para estas proteinas. O
aumento do nivel de um determinado mRNA nao implica necessariamente em aumento dos niveis ou
da funcao da proteina por ele codificada. O aumento da fun¢do de uma proteina requer sucesso no
processo de translagdo (sintese protéica a partir de um mRNA), bem como em processos pOs-
translacionais, se requeridos. Mas o processo de translagdo estd sujeito a alteragdes translacionais
(e.g. mutagdes em seqiiéncias na 3’-UTR que impecam o inicio da traducdo) que podem
comprometer a fungdo da proteina traduzida; além disto processos pos-translacionais também podem
ser alterados comprometendo a fun¢do da proteina ja traduzida (e.g. alteracdo da inser¢ao da proteina
no seu local de acdo) (Day & Tuite, 1998). Entretanto, de modo geral, um aumento do nivel de um
mRNA pode servir como indicio para um aumento correspondente do nivel da proteina por ele
codificada e possivelmente da atividade da mesma.

Em estudos sobre a transcri¢ao da Serca2a in vitro (nuclear run-on-assays) 5 e 11 dias apds
coarctacdo adrtica em ratos, Ribadeau et al. (1997) apontaram uma redugdo de 37% do mRNA
apenas apo6s 11 dias de cirurgia, mas nao apds 5 dias (ndo foram feitos experimentos funcionais para
correlacionar estes dados com a captagdo de Ca®" pela 4-RS ou com a funcdo contratil dos midcitos).
Em resultados obtidos por Wong ef al. (1997), 3 semanas apos a coarctacdo adrtica em ratos,
constataram-se disfun¢do do relaxamento e aumento da rigidez passiva associados a reducdao do
mRNA da Serca2a e ao aumento da concentracdo de colageno, respectivamente, em preparacdes de
coragdo isolado. Apos 4 semanas de coarctagdo da aorta, Kiss et al. (1995) constataram em cobaias

sinais de hipertrofia compensada (aumento da massa do VE com manutencdo da fungdo ventricular
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sistolica e auséncia de congestdo pulmonar); e, apoés 8 semanas, sinais de insuficiéncia cardiaca
congestiva — i.e. redu¢do da for¢ca de contragdo desenvolvida pelo VE; reducdo das velocidades de
contracdo (+dP/dt) e de relaxamento (-dP/dt); e congestdo pulmonar (aumento da razdo entre o peso
dos pulmdes e o peso corpéreo). Segundo Kiss et al. (1995), os sinais de insuficiéncia cardiaca 8
semanas apds a coarctagdo estavam associados a reducdo de 85% e 65% dos niveis das proteinas
Serca2a e PLB, respectivamente, redu¢do da afinidade da 4-RS pelo Ca2+, bem como reducgao de 20%
da taxa méaxima de captacio de Ca’" pelo RS (V). Estes resultados foram corroborados por Ito et
al. (2001), que n3o constataram apds 4 semanas de coarctacdo aortica, diferengas nos indices
hemodinamicos e ecocardiograficos de ratos, mas sim apds 7 semanas de coarctacdo adrtica, quando
observaram aumento da pressdo diastolica final e da espessura da parede do VE e indicios de
insuficiéncia cardiaca, evidenciada pela reducdo da reserva contratil de midcitos em resposta aumento
da freqiiéncia de estimulagdo, pela reducio do pico do transiente de Ca*” e da carga de Ca*™ do RS.
Estes resultados foram associados a redugdo dos niveis de proteina da Serca2a, bem como aumento
do PLB e NCX. Estas alteracdes ndo foram observadas 7 dias apos coarctacdo adrtica em animais
transgénicos que superexpressavam Serca2a. Estes animais também apresentaram uma redugdo da
taxa de mortalidade, mesmo com um nivel de hipertrofia da parede ventricular similar ao dos animais
que nao foram geneticamente manipulados (Ito et al., 2001). A menor mortalidade destes animais
trangénicos fala a favor do argumento de que a hipertrofia em si, ndo ¢ deletéria (Branwald, 2001; Ito
et al., 2001). Tto et al. (2001) e sugerem a deficiéncia da fun¢do da Serca2a como um marco na
transicao da hipertrofia para a insuficiéncia cardiaca induzida por sobrecarga pressorica.

Resultados semelhantes (aumento da massa ventricular, redug¢do da funcao contratil sistolica
e do relaxamento diastolico in vivo e redu¢do de 50% dos niveis de proteina da Serca2a) foram
obtidos 10 semanas apds coarctagdo adrtica em ratos por Schultz ef al. (2004), que sugeriram que a
redu¢do do nivel da Serca2a potencializaria e aceleraria a transi¢do da hipertrofia induzida por
sobrecarga hemodindmica para insuficiéncia cardiaca precoce. Em 1997, Qi et al. observaram que a
disfuncdo contratili 8 semanas apds a coarctagdo aodrtica em ratos precedia a redugdo da
expressio/atividade da Serca2a e da recaptagio de Ca®’ pelo RS, constatada somente 16 semanas
apos coarctacdo adrtica. Qi et al. (1997) atribuiram a redugdo contratil ao aumento de colageno e de
B-MHC, mas sugeriram que a redugdo da expressao/atividade da Serca2a pudesse marcar a transi¢ao

da hipertrofia compensada para a insuficiéncia cardiaca.
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Baker et al. (1998) também sugeriram que a hipertrofia e a insuficiéncia cardiaca
estivessem associadas a diferentes niveis de reducdo da atividade da 4-RS, pois a superexpressao da
Serca2a foi capaz de reverter os sinais da hipertrofia. Um aumento de 3 a 8 vezes dos niveis de
mRNA correspondeu a aproximadamente 40% de aumento desta proteina, demonstrando a
complexidade dos mecanismos transcricionais. A superexpressdo da Serca2a resultou ainda em
aumento de 37% da taxa méaxima de captagdo de Ca”" em homogenato de coragdo na presenca de
ATP, evidenciando uma relagio entre expressio da Serca2a e atividade de captacdo de Ca** pelo RS
(Baker et al., 1998). Quanto a contratilidade nestes animais, houve aumento velocidade de contragao
(+dP/dt) e de relaxamento (-dP/dt), bem como aumento do transiente de Ca®" e da forca gerada
durante a sistole por preparacdes de trabéculas ventriculares (Baker et al., 1998).

Miyamoto et al. (2000) também observaram que a transi¢do da hipertrofia compensada para
a insuficiéncia cardiaca em animais ap6s 19-23 semanas apos a cirurgia era passivel de reversao por
infec¢ao dos animais com adenovirus portador do gen para Serca2a.

Esta relacao entre redugdo da atividade da 4-RS e disfungdo cardiaca também foi observada
em miocitos humanos provenientes de pacientes com insuficiéncia cardiaca. Dentre sinais comuns a
hipertrofia relatados pela literatura, encontram-se reducdo da velocidade de relaxamento, da forca
sistolica em preparagdes multi-celulares, bem como uma relacdo negativa entre amplitude de
contracdo e freqiiéncia de estimulagdo, resultados estes atribuidos a reducdo da carga de Ca®”* doRSe
da liberagdo de Ca*" desta organela (Gwathmey et al., 1987; Kaprielian et al., 2002). Midcitos
hipertroficos apresentavam com freqiiéncia ainda outras alteracdes na homeostasia do Ca*", como
aumento da [Ca®']; diastdlica e reducdo da taxa de remogdo do Ca®' citosolico. Estes efeitos foram
revertidos por ativagdo génica da Serca2a por infec¢do dos midcitos com adenovirus portador do gen
para Serca2a (Lorell, 1987; Kaprielian et al., 2002).

Os estudos acima ilustram a importancia da fun¢do da A-RS para a fungdo do miocito e na
funcdo cardiaca. A grande maioria dos estudos concentra-se em fases tardias da hipertrofia, sobretudo
na transi¢do da hipertrofia compensada para a insuficiéncia cardiaca ou na insuficiéncia cardiaca e
defende que a Serca2a, isoforma cardiaca da 4-RS, apresenta-se reduzida nestas fases (Qi et al, 1997;
Ito et al., 2000; Schultz et al., 2004). De modo geral, a reducdo da Serca2a ¢ vista, por muitos
autores, como marco na transi¢ao da hipertrofia compensada para a insuficiéncia cardiaca (Feldmann

et al., 1993; Kiss et al., 1995; Schultz et al., 2004).
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Quanto a expressdao da Serca2a em fases precoces da hipertrofia ou durante o processo de
instalacdo da mesma, ndo hd um consenso. Calderone et al. (1995) constataram uma reducdo
significativa do mRNA da Serca2a apo6s 7 dias de coarctagdo aortica. No entanto, Arai et al. (1996)
afirmam que na hipertrofia suave hd um aumento transitério do nivel de mRNA da Serca2a, aumento
da respectiva proteina e da capacidade de ligagdo de Ca®" por homogenato de VE iniciada pela adi¢do
de ATP. Nediani ef al. (2000) observaram, por meio de ensaios bioquimicos, aumento do mRNA, da
proteina e da atividade da Serca2a com pico entre 6 € 24 horas apds coarctagdo da aorta. Ohkusa et
al. (1997) observaram um aumento da perda e captagio de Ca’" em microssomos (fragdes
enriquecidas de RS) obtidos de VE de ratos 10 dias e 4 semanas apds a coarctacao aortica, mas
redu¢do apds 8 semanas. Os achados sdo muitos e diversos, mas ndo se deve subestimar a
importancia dos mecanismos adaptativos iniciais durante instalagdo da hipertrofia na inauguragdo de
ciclos viciosos, que podem ser decisivos em fases mais tardias deste processo patologico.

Nossos resultados obtidos em experimentos de RT-PCR para os niveis de mRNA de diversas
proteinas relacionadas a homeostasia de Ca®" (Serca2a, PLB, NCX, CSQ ¢ RyR2) estdo de acordo
com a possibilidade de aumento de captacio de Ca®* pelo RS e/ou de extrusdo de Ca®" pela NCX. Os
niveis de mRNA para todas as proteinas estudadas foram normalizados pelo mRNA da B-actina
(Hurteau & Spivack, 2002; Lehnart et al, 1998; Teramoto e Puri, 2001; Long et al., 1989;
Schwartzbauer e Robbins, 2001). Comparando os niveis de mRNA da Serca2a entre os grupos Coa7’
e Sh7, ndo observamos diferenca significativa, embora o aumento observado no grupo Coa7
estivesse proximo do limite de significancia estatistica (p=0,053).

Avaliando a 4-RS e PLB como uma unidade funcional na captacio de Ca>" (Tada e Toyofuku,
1996), comparamos os niveis de mRNA da Serca2a normalizados pelos niveis de PLB (razdo
MRNAGgerca2s/ MRNApyg) € constatamos um aumento significativo desta razdo no grupo Coa7 (vide
tabela 4.2). O fato de termos observado um aumento da razdo Serca2a/PLB ndo nos permite
estabelecer uma relagdo definitiva entre nivel de mRNA e expressao ou atividade destas proteinas.

No entanto, resultados funcionais em células intactas sdo compativeis com a possibilidade de
que as alteracdes dos niveis de mRNA sejam acompanhados pela expressdo / atividade das
respectivas proteinas, neste caso, pelo aumento da captagio de Ca*" pelo RS. Ha relatos na literatura
de aumento conjunto do nivel de mRNA da Serca2a e da capacidade de captagio de Ca*" desta
enzima (Arai et al., 1996; Nediani et al., 2000). O grande aumento da freqii€ncia de contragcdes

espontineas em diferentes [Ca®"], pode ser resultante do aumento da carga de Ca*" do RS, o qual, por
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sua vez, poderia indicar um aumento da captacido de Ca®" pelo RS. Amplitudes das contraturas de
Caf00 ndo se mostraram alteragdes significativas em diferentes [Ca®],. ou seja, ndo se detectaram
alteracdes da carga de Ca®" do RS, mas convém lembrar que pequenas alteragdes da carga do RS
podem exercer grande influéncia na liberagdo de Ca®" a partir do RS (Bassani ef al., 1995a), mesmo

quando nao sdo detectaveis com contraturas de Caf00.

b) NCX

Paralelamente a redugdo da Serca2a, muitos estudos relatam aumento compensatorio dos
niveis de mRNA da NCX, da respectiva proteina (Kent et al., 1993; Menick et al., 1996; Studer et
al., 1997; Menick et al., 2002) e da atividade da mesma durante a hipertrofia apds 4 e 8 semanas de
coarctacdo aortica (Ahmmed et al., 2000; Meszaros et al., 2001). Quando comparamos os niveis de
mRNA da NCX nos grupos Sk7 e Coa7, ndo observamos diferenca significativa (mas p = 0,06 para
aumento de ~70% em Coa7). A literatura também traz resultados muito diversificados relacionados a
expressdo e a atividade da NCX. Nakanishi et al. (1989) observaram um pequeno aumento da
atividade da NCX 7 dias apds coarctagdo aortica. McCall et al. (1998) observaram reducdo do mRNA
da NCX apos 16 semanas. Ito et al. (2000), constataram aumento da proteina NCX apds 4 ¢ 7
semanas de coarctacdo aortica. Sipido et al. (2002) relatam grande variacdo dos niveis de proteina e
da atividade da NCX em uma revisdo sobre este trocador em diversos modelos animais e concluem
que o aumento de expressdo e/ou atividade da NCX ndo ¢ uma caracteristica geral obrigatoria da
hipertrofia ou da insuficiéncia cardiaca, mas ocorre com freqiiéncia. Estes autores ainda propdem que
a ativacdo da NCX possa ser um mecanismo compensatorio da freqiiente reducdo da Sercala,

entretanto com efeitos colaterais como o aumento do risco de atividade espontanea e arritmias.

¢) Substituicio da Isoforma a-MHC pela isoforma lenta -MHC

O progresso da hipertrofia também ocorre com modulacao de proteinas constitutivas das
fibras miocardicas, e.g. substitui¢do de uma isoforma por outra (freqlientemente isoformas tipicas da
fase fetais). Normalmente, no coracdo adulto, a isoforma ubiqua da cadeia pesada da miosina (MHC)
¢ a a-MHC. Durante a hipertrofia esta ¢ gradualmente substituida pela isoforma lenta desta proteina,
a B-MHC (Lartaud-idjouadiene et al., 1999; Schwartz et al., 1992; Van Buren et al., 1995). A B-

MHC foi constatada em ratos 3 a 7 dias apds coarctagdo da aorta (Dorn et al., 1994; Schiaffino et al.,
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1989), e manteve-se na hipertrofia cronica (Calderone ef al., 1995; Haddad et al., 1995; Reddy et al.,
1996).

Ha relatos de que a substitui¢do da isoforma a-MHC pela isoforma B-MHC, lenta, devida a
hipertrofia, esteja associada ao prolongamento do relaxamento dos midcitos em resposta a
estimulagdo elétrica (Schiaffino et a., 1989; Dorn et al., 1994; Calderone et al., 1995; Reddy et al.,
1996; Haddad et al., 1995), embora miocitos expressando a f-MHC ndo apresentem diferenca na
sensibilidade ao Ca*" quando comparados a midcitos expressando a o-MHC (Fitzsimons et al., 1998).

Em coragdes normais de ratos, a propor¢do observada entre as isoformas a-MHC e f-MHC ¢
de 8:2 (Fitzsimons et al., 1998). Esta propor¢ao se altera ao longo de processos patologicos como a
hipertrofia, o que resulta redu¢do do gasto de energia durante o processo contratil (Metzger et al.,
1999). Dorn et al. (1994) atribuiram a reducdo da velocidade de contracdo observada em midcitos de
ratos 7 dias apds coarctagcdo aortica sobretudo ao aumento de 15% da isoforma B-MHC. Resultados
semelhantes foram obtidos por Calderone et al. (1995) em ratos 7 dias apoOs coartagao da artéria renal.
Qi et al. (1997) também constataram prolongamento do tempo requerido para o relaxamento
ventricular medido in vivo em ratos 8 e 16 semanas apds coarctacdo da aorta, e atribuiram este
prolongamento ao aumento da expressao de B-MHC e alteragdo do conteudo ventricular de colageno
fibrilar. Entretanto, McCall et al. (1988), estudando miocitos isolados de ratos 16 semanas apds
coarctacdo da aorta abdominal, ndo constataram reducao da velocidade de relaxamento dos miocitos.
Estes autores observaram, porém, reducdo da amplitude da contracdo, resultado que foi atribuidos a
fatores como aumento da rigidez celular e alteragdes dos microtibulos (Tagawa et al., 1996), embora
aumento da B-MHC tivesse sido previamente constado neste modelo experimental por Qi et al.
(1997). A substituicdo da isoforma a-MHC pela B-MHC parece ser comum na hipertrofia induzida
por sobrecarga pressorica e outros estimulos, e talvez contribua para alguns dos achados
caracteristicos desta condi¢cdo — i.e. redug¢do de velocidade de contracdo (Nadal-Ginard e Mahdavi,
1989; Swoap et al. 1995). Em nossos experimentos, ndo avaliamos a expressao da B-MHC, porém
ndo devemos ignorar a possibilidade de sua influéncia sobre os resultados observados por nos —
sobretudo a possivel influéncia da B-MHC sobre o prolongamento do relaxamento do Tw e da CafNT

no grupo Coa?.
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5.3. CONTRACAO E RELAXAMENTO DE MIOCITOS

Neste contexto, avaliamos alguns aspectos do transporte de Ca®" como possiveis mecanismos
adaptativos ativados durante a instalacdo da hipertrofia por sobrecarga pressorica.

Uma de nossas abordagens, o estudo da participacio relativa dos transportadores de Ca’*
(PR) no relaxamento de miocitos, fornece informagdes sobre o balango dos fluxos de remogdo de
Ca”" durante o relaxamento. Como a medida simultanea da [Ca®']; e encurtamento faz parte da rotina
de muitos laboratorios que se ocupam do estudo da fisiologia de miocitos, consideramos interessantes
estudar sob quais circunstincias eram possiveis inferéncias sobre os fluxos de remogdo de Ca*"
citosodlico a partir de pardmetros da cinética de encurtamento — razao entre os t;»s de relaxamento de
diferentes tipos de contragdes empregadas para o isolamento funcional dos transportadores durante o
relaxamento. Para isto tivemos que estabelecer, numa certa faixa, uma relacao entre relaxamento e
queda da [Ca®']; para cada tipo de contragdo. A faixa na qual esta relacdo foi obtida estava
compreendida entre 30% e 70% do relaxamento/queda de [Ca®']; a partir do encurtamento e [Ca'];
maximos. A fracao do relaxamento, AL, foi relacionada a fracdo de queda de [Ca®]; por meio de um
coeficiente de acoplamento quimico-mecanico que denominamos a. Uma condig@o para validade de
nossa abordagem era que o fosse constante em todas as situacdes experimentais, ou seja, que o grupo
experimental e que os tipos de contragdes empregadas no isolamento funcional dos transportadores
de Ca*" ndo influenciassem a relacdo [Ca*']i-AL. Quando avaliamos os valores de o entre os grupos
experimentais ndo constatamos diferencas estatisticas. Entretanto, avaliando comparando valores de o
obtidos para os diferentes tipos de contragdo, observamos que o ‘dcamo’ ndo era significativamente
diferente de ary, mas era significativamente inferior a acanr (p< 005). Talvez este fato possa ser
explicado pelo efeito direto da cafeina sobre os miofilamentos, aumentando a sensibilidade destes ao
Ca®" (Wendt & Stephenson, 1983, O’Neill ez al., 1990). A contratura da CafNT ¢ répida e apresenta 2
componentes distintos — um componente fasico e rapido, associado a liberagio de Ca*" do RS, e

)i (Bassani et al., 1993a). O componente

outro, tonico e lento, que ocorre sem aumento de [Ca
tonico, de instalagdo mais lenta (1-3 s), ¢ provavelmente devido a sensibilizacdo dos miofilamentos
ao Ca®’ (Wendt e Stephenson, 1983; O’Neill et al., 1990). J4 no caso da Caf00, o relaxamento do
componente fasico € lento, pois os sistemas rapidos que atuam no relaxamento estdo inibidos. Por

isto, 50% do relaxamento ocorre mais de 5s apds o pico, tempo no qual o componente tdnico ja se
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encontra completamente instalado. Assim, em Caf00, mas ndo em CafNT, o t;, de relaxamento ¢
influenciado pelo efeito da cafeina sobre os miofilamentos.

Da variacdo dos a nos diferentes tipos de contragdo, pudemos concluir que o emprego de
dados da cinética de relaxamento para inferéncias sobre o transporte de Ca®" é possivel, mas nio sem
restricdes. A relacdo entre AL e [Ca*']; deve ser conhecida em cada condig¢do experimental
empregada (Apéndice I). Os dados da cinética do relaxamento obtidos nestes experimentos € o o
obtido experimentalmente e no modelo tedrico de compartimentos foram empregados para estimar
valores de PR para o RS, para a NCX e para os transportadores lentos. Estes valores de PR
mostraram-se semelhantes em todos os grupos. Os valores de t;, do relaxamento do Tw, CafNT e
Caf00, foram corrigidos pelo o. As participagdes relativas dos transportadores de Ca®" no
relaxamento ndo se mostraram diferentes entre os grupos Coa e Sh, independente da correcdo dos t;»s
por a. Resultados semelhantes foram obtidos por McCall ef al. (1988) em um estudo realizado 16
semanas apoOs coarctacdo aortica em ratos, que apresentaram uma redugdo proporcional da expressao
/ atividade da Serca2a (17 % do mRNA da Serca2a e 34 % da atividade da 4-RS), reducdo do NCX
(35% do mRNA do NCX e 10 % da captacao de Ca*" dependente de Na") e redugdo do PLB (17 %
mRNA do PLB).

A manutencdo do balanco dos fluxos de remocdo de Ca** pelos transportadores 4-RS, NCX e
LENTOS ndo exclui a possibilidade de alteracdo destes fluxos em valor absoluto. Argumentos a favor
desta possibilidade encontram-se em estudos que sugerem aumento da atividade da 4-RS em fases
precoces da hipertrofia, até 10 dias ap6s inicio do estimulo (Limas et al., 1980; Arai et al., 1996;
Ohkusa et al., 1997; Nediani et al., 2000). Estudos que mostram a tendéncia geral de aumento da
expressao e da atividade da NCX também falam a favor desta hipdtese (Kent ef al., 1993; Menick et
al., 1996; Studer et al., 1997; Menick et al., 2002; Ahmmed et al., 2000; Meszaros et al., 2001).

Estudando a atividade da NCX em animais apos 4 ou 8 semanas de coarctagdo aortica,
Ahmmed et al. (2000) observaram aumento de uma corrente de entrada responsavel por
despolarizagdes tardias (I;) que atribuiram a NCX funcionando em seu modo direto. Estes achados
foram acompanhados de aumento da [Na'];, que também favorece o funcionamento da NCX em seu
modo inverso (Ahmmed et al., 2000).

Os resultados de Ahmmed et al. (2000) foram corroborados por Meszaros et al. (2001), que

também observaram aumento desta corrente em ratos nos quais a hipertrofia foi induzida por
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estimulagdo adrenérgica cronica (isoproterenol i.p. 5 mg/kg durante 7 dias), a qual ¢ uma condigdo
também presente na estenose aortica (Siri, 1988; Akers ef al., 2000).

A manutengio das PRs dos transportadores de Ca®" durante o relaxamento, juntamente com
observagdes da literatura admitem a possibilidade de aumento da expressao e da atividade da 4-RS e
da NCX. Entretanto, quando avaliamos o relaxamento dos midcitos dos diversos grupos, observamos
um aumento significativo do t;» de relaxamento somente do Tw e da CafNT nos grupos Coa. As
possiveis razdes para este prolongamento nao foram definidas experimentalmente. Alguns relatos da
literatura comuns a casos de hipertrofia por coarctagdo aodrtica — aumento da f-MHC na composi¢ao
das fibrilas miocardicas (Schiaffino et a., 1989; Dorn et al., 1994; Calderone et al., 1995; Reddy et
al., 1996; Haddad et al., 1995), aumento da expressdao de desmina e tubulina (Watkins et al, 1987;
Watson et al., 1996; Wang et al., 1999) — talvez possam servir para o entendimento deste

prolongamento.

5.4. ATIVIDADE CONTRATIL DE MIOCITOS EM ICA2+]0 DE 0.5MM, 1MM E 2MM

Em resultados obtidos em nosso laboratorio, haviamos observado um aumento da atividade
espontinea em resposta ao aumento da [Ca*"], em midcitos ventriculares de ratos (Bassani ef al.,
2001). No6s haviamos observado também que a amplitude de contragdo evocada por estimulos
elétricos apresentava uma relacdo direta com esta [Ca®"], (Bassani et al, 2001). Entretanto Ito ef al.
(2000) apresentam resultados que mostram que esta relacdo deixa de existir com o progresso da
hipertrofia. Neste estudo, Ito et al. (2000) mostraram que a amplitude de contragdo em resposta ao
[Ca®'], era semelhante em midcitos de ratos controles e apos 4 semanas de coarctacdo adrtica, mas
apresentava-se deprimida 7 semanas apos a cirurgia (redugdo da reserva contratil).

Neste contexto, avaliamos a amplitude de contragdo evocada por estimulos elétricos na
presenca de diferentes [Ca*], (0,5, 1 ou 2 mM) e observamos que a amplitude de twitches evocados
por estimulacdo elétrica apresentava uma relagdo positiva com a [Ca’"], mas ndo diferia
significativamente entre os grupos Sh e Coa (tabela 4.4 e figura 4.4). Estes resultados sdo condizentes
com relatos da literatura que descrevem manutencdo da funcdo contratil durante a hipertrofia

compensada (Canale ef al., 1986; Ito et al, 2000).
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Sabe-se que a funcdo contratil estd relacionada & mobilizacio de Ca’* que ocorre no
acoplamento excitagdo-contragdo, ocorrendo ganho no mecanismo de CICR.. Este ganho, por sua
vez, depende do “gatilho” do CICR (I,) ¢ do contetido de Ca*" do RS (Bassani et al., 1995a). Estes
autores comprovaram que alteracio da amplitude de Ic, ou da carga de Ca’" do RS resulta em
alteracdes estatisticamente significativas das fracdes de Ca’’ liberadas pelo RS durante uma
contragdo. Em nossos experimentos ndo observamos alteragdo da amplitude das contraturas de Caf00
observadas nos diferentes [Ca®],. Portanto, este efeito inotropico do [Ca®'], deve-se possivelmente

ao aumento de Ic, com o [C212+]0 (Bassani ef al., 1995a).

5.5. PERDA DE CA% DO RS DURANTE A PAUSA ESTIMULATORIA

Avaliando a freqiiéncia de contragdes espontaneas durante pausa estimulatoria em resposta a
variagdo [Ca®],, observamos indistintamente nos grupos Sh e Coa uma relagio positiva entre esta
freqiiéncia e a [Ca®"],. Entretanto, a freqiiéncia de contragdes espontineas foi maior nos grupos Coa
em todas as [Ca’"]° (vide tabela 4.8.A). Lukyanenko ef al. (1999) determinaram a importancia do
contetido luminal de Ca>" do RS para a perda espontdnea de Ca®" por esta organela. Embora nio
possamos fazer comparagdes do contetido de Ca®" do RS entre os diferentes grupos, ndo constatamos
nestes grupos variacdo significativa da carga de Ca’>" em funcio das [Ca2+]0’ o que sugere que o Ca"
perdido pelo RS durante a diastole possa ter sido recaptado (a variagdo da carga de Ca*" do RS foi
determinada pela amplitude da Caf00; tabela 4.7.A).

Para verificarmos se o maior aumento da freqiiéncia de contragdes espontineas em Coa
poderia ser de fato atribuido a perda de Ca*" do RS, analisamos a amplitude de Cf00s (indice de carga
de Ca®" do RS) antes e apos pausa durante a qual foi favorecido efluxo de Ca®" pela troca NCX.
Durante a pausa estimulatoria, a auséncia de Ca®" no meio extracelular favoreceu o funcionamento da
NCX em seu modo direto e a extrusdo de Ca>" por este transportador (Bassani & Bers, 1994; Bers et
al., 1993; Ferraz et al., 2001). A carga de Ca®" remanescente no RS foi estimada pela razdo de
amplitudes das Cf00 pré- e pos-pausa. Os resultados obtidos mostraram que a redugdo da amplitude
da Cf00 apds a pausa foi maior nos grupos Coa do que nos grupos Sk e sugerem maior liberacao

espontanea diastolica de Ca*" em midcitos de animais dos grupos Coa (tabela 4.9.A).
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Alguns resultados da literatura falam a favor da hipotese de que midcitos expostos a
sobrecarga pressorica requeiram maior mobilizagio de Ca®" para manutengdo da amplitude de
contracdo e que esta mobilizagdo esteja relacionada a um maior turnover deste ion (Shorofsky et al.,
1999). Um argumento direto que pode ser usado a favor desta hipdtese encontra-se nos resultados
obtidos in vitro por Ohkusa et al. (1997), que observaram aumento da perda e captacio de Ca>" em
homogenatos de VE na presenca de ATP 10 dias apds a coarctagdo aortica. Argumentos indiretos a
favor do aumento da captagdo e perda de Ca*" pelo RS podem ser encontrados em publicacdes que
relatam aumento da atividade da A-RS (Arai et al, 1996; Nediani et al., 2000) e aumento da
atividade espontanea na hipertrofia por sobrecarga pressorica ou em modelos transgénicos de
hipertrofia (Bailey & Houser, 1993; Shorofsky et al., 1999). Entrentanto, o aumento da liberacao
espontanea de Ca™" pelo RS ndo é de consenso na literatura, dependendo do modelo de hipertrofia e
fase de evolu¢ao da mesma (Gomez et al., 1997; Balke & Shorofsky, 1998).

Segundo Bers et al. (1998), a liberacdo espontinea de Ca’" do RS depende, sobretudo da
concentragio de Ca®" citosélica e da carga de Ca®” do RS. Em nossos experimentos, a carga de Ca*"
do RS manteve-se constante diante de variacdes de [Ca’'],, a liberacdo espontinea de Ca’" foi
analisada durante intervalos pré-determinados e nio houve indicios de alteragio da [Ca®']; diastélica
(comunicacao pessoal, Dra. Rosana Bassani). Tendo em vista as observagdes acima, buscamos

explicagdes em mecanismos que alterem a ativagao dos CLCR.

5.5.1. Fatores que influenciam a atividade dos CLCR

a) CSQ, RyR2

Os canais de liberacio de Ca’" do RS (CLCR) sdo tetrdmeros formados de quatro
subunidades que contem sitios receptores de rianodina, cuja isoforma cardiaca ¢ RyR2 (Wagenknecht
& Samso, 2002). A liberagdo de Ca®" através destes canais é controlada por diversas proteinas do
lado citosdlico (FKBP12.6, PKA, e fosfatases (Marks, 2001) e, e do lado luminal (CSQ, junctina,
triadina, Beard et al., 2002). Quando ativados por Ca*’ (que adentra a célula principalmente via I¢,),
estes canais liberam Ca®" para o citoplasma (CICR, calcium induced calcium release) (Fabiato, 1983,
1985).

A CSQ é uma proteina importante para o armazenamento de Ca®" no RS (buffer de Ca*"), mas

tem também papel crucial no controle de estoque e na estabilizacdo deste estoque (Beard et al; 2002;
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Terentyev et al., 2003). Terentyev et al. (2003) associam a redugdo da concentragao intra-reticular de
CSQ ao aumento de perda de Ca®" do RS e ao aumento da probabilidade de arritmias. No entanto,
ndo observamos no presente estudo diferencas significativas entre os niveis de mRNA de CSQ e
RyR2 dos grupos Coa ¢ Sh. Ha na literatura relatos de que a superexpressao de CSQ pode resultar
em hipertrofia e cardiomiopatia (Schmidt et al., 2000; Linck et al., 2000; Knollmann et al., 2000).
Entretanto hd muitos casos de hipertrofia nos quais se observam niveis inalterados de CSQ em
(Takahashi et al., 1992; Arai et al.;1996; Shorofsky et al., 1999).

Embora grande parte da literatura relate casos de aumento dos niveis de mRNA da RyR2 em
resposta de estimulos hipertroficos (Cadre et al., 1998; Lehnart et al., 1998), ha também resultados
que mostram redug@o ou ainda auséncia de alteracdo destes niveis (McCall et al., 1998; Shorofsky et
al., 1999; Kogler et al., 2003). Nao ha, portanto, uma relagdo rigida entre expressdo da RyR2 e
hipertrofia. Quando avaliamos a expressdo do RyR normalizada pela da B-actina, ndo observamos

diferenca significativa entre Sh7 e Coa?7.

b) FKBP12.6

Marks (2001) e Marks et al. (2002a, b) atribuem o aumento da atividade espontianea
observada em casos de hipertrofia e insuficiéncia cardiaca a alteragdo do controle exercido pela
FKBP12.6 sobre os CLCR. A FKBP12.6 ¢ uma proteina regulatoria que estabiliza o CLCR. Quando
RyR2 ¢ fosforilado pela PKA, FKBP12.6 dissocia-se dos RyR2, tornando instaveis os CLCR, que
apresentam aberturas frequentes a valores diastdlicos de [Ca’"], em estados de subcondutancia,
favorecendo a perda de Ca’” (Marx et al., 2000). Segundo Marks e al. (2002a, b), a ativacdo
adrenérgica e situacdes que indiretamente favorecam o aumento do tonus adrenérgico, favorecem
também o aumento da probabilidade de abertura dos CLCR e perda de Ca*" do RS. Entretanto, nio
podemos afirmar que este argumento caiba em nossa situacdo experimental (midcitos isolados em
perfusdo), pois nao ha experimentos que comprovem a manutencao da fosforilacdo dos CLCR apds o
isolamento. No entanto, alguns autores contestam que o aumento da frequéncia de sparks em
mibcitos sob estimulagdo beta-adrenérgica seja devido a fosforilagio de RyR2 por PKA e
conseqiiente dissociagdo da FKBP12.6 (Jiang ef al., 2002; Li et al, 2002; Stange et al., 2003). Li et al.
(2002) atribuiram o aumento da atividade espontanea sob estimulacdo adrenérgica somente ao
aumento da carga de Ca”” do RS e consequente vazamento de Ca®’, decorrente de fosforilacio do

PLB, que resulta em aumento da captagio de Ca®" pelo RS. No entanto, novas evidéncias para a
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fosforilagao direta do RyR decorrente da atividade adrenérgica foram apresentadas por Wehrens et al.
(2004). Estes autores confirmaram que a fosforilagdo dos RyR pela PKA (no residuo serina 2809)

leva a dissociacdo da FKBP12.6 e transi¢ao dos CLCR para um estado de subcondutancia.

¢)CamKII

Um dos mecanismos de regulagdo da probabilidade de abertura do CLCR ¢ a fosforilagao
deste pela proteina quinase ativada por calmodulina, CaMKII. A fosforilagdo de RyR e PLB,
substratos desta enzima, esta associada respectivamente a uma maior liberagdo e maior recaptagdo de
Ca*' pelo RS (Davis et al, 1983; Witcher et al, 1991; Hain et al, 1995; Maier & Bers, 2002; Maier et
al, 2003; Zhang et al, 2003; Currie et al, 2004; Maier & Bers, 2002; Wehrens ef al. 2004).

Bassani ef al. (1995b) mostraram que a inibi¢do tanto da CaMKII quanto da PKA promoviam
redugdo significativa da taxa da queda da [Ca®"]; e prolongamento do relaxamento mecanico em
miocitos ventriculares intactos. Ha evidéncias experimentais de que a CaMKII fosforila o PLB e
reduz seu efeito inibitério sobre a captagio de Ca®" pela ATPase do RS. Hagemann et al. (2000)
mostraram que PLB pode ser fosforilado na Thr-17 pela CaMKII independente da fosforilagdo da
Ser-16 pela PKA e mostraram também que o nivel de fosforilagdo do PLB na Thr-17 pela CaMKII
esta relacionado a uma maior taxa de relaxamento. Ao contrario do efeito da fosforilagdo de PKA,

atribuido a redug¢ao do Km s @ fosforilagdo do PLB pela CaMKII resulta em aumento da

velocidade maxima de transporte da A-RS (Kranias, 1985; Li ef al., 1998; Hagemann et al., 2000).

Muitas evidéncias falam a favor de um aumento da expressdo e da fun¢do da CaMKIIo,
isoforma cardiaca dominante da CaMKII, em resposta a sobrecarga pressorica aguda e durante a
hipertrofia e insuficiéncia cardiaca (Boknik et al., 2001; Colomer et al., 2003; Zhang et al., 2003).
Colomer et al. (2003) observaram aumento da quantidade e da atividade da CaMKII 7 dias apds
coarctacdo aortica em ratos. Estes resultados foram corroborados e extendidos por Zhang et al
(2003), que demonstraram, ndo somente aumento dos niveis de proteina da isoforma cardiaca
CamKIIdc, mas também de sua atividade de auto-fosforilagdo 2 e 7 dias apds a coarctagdo da aorta,
situagdo na qual também havia aumento da fosforilacao de PLB e RyR.

O aumento da expressdo da CaMKII na hipertrofia e da sua atividade sobre a A-RS e PLB,
faz com que ela talvez possa ser considerada para explicacdo de nossa hipdtese sobre um maior

turnover de Ca>" entre o citosol e o RS.
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d) Sorcina

Outra proteina citosolica com atividade sobre os CLCR ¢ a sorcina, ubiqua em diversos
tecidos, inclusive o cardiaco, onde se localiza preferencialmente nas proximidades dos tubulos-T
(Meyers et al., 1995). Assim como a FKBP12.6, a sorcina inibe a abertura do CLCR e liberagao de
Ca”" pelo mesmo, um efeito que é neutralizado quando a esta proteina ¢ fosforilada pela PKA
(Lokuta et al., 1997). Mesmo sob carga de Ca>" do RS constante, a liberagio de Ca>" pelos CLCR
pode ser aumentada pela fosforilagdo da sorcina pela PKA (Lokuta ef al.,1997; Farell et al., 2003).

Segundo Meyers et al. (2003), a sorcina também se encontra associada aos canais de Ca>" do
tipo L. A superexpressao da sorcina, observada em midcitos de animais transgénicos, acelera a
inativagdo da corrente de Ca®" do tipo L, o que foi observado pela redugdo da constante de tempo
desta corrente. Em experimentos realizados em ratos de linhagem que desenvolve hipetensdo arterial
espontanea (SHR), estes autores observaram reducdo no grau de co-localizagdo normalmente
existente de sorcina e RyR2, e reducdo do efeito inibitorio da sorcina sobre o RyR2. Estes autores
também apresentam resultados que mostram que a superexpressio de sorcina reduz o influxo de Ca*"
via canais do tipo L. Estes resultados sugerem que uma redugdo da atividade da sorcina é compativel
com aumento da liberagio de Ca>" pelo RS e do influxo de Ca** (I¢,). Entretando, esta hipotese nio

foi avaliada experimentalmente em nosso trabalho.

5.5.2. Hipertrofia e Susceptibilidade a Arritmias

Considerando a manutengio das PR_gps nos grupos Sh e Coa, a maior perda de Ca** pelo RS
nos grupos Coa, ¢ a possibilidade de maior captagdo de Ca>" neste grupo, sugerimos a possibilidade
de um aumento do furnover de Ca*" entre citosol e RS. Uma vez que a PRycx € semelhante entre os
grupos, entdo devemos também admitir a possibilidade de aumento do furnover de Ca*" entre citosol
e meio extra-celular.

Durante a liberagio espontinea de Ca®” sob manutengdo do E, em — 80 mV, Trafford et al.
(1995) observaram um acumulo transitorio de Ca®" no espago submembranar. O acumulo do Ca*"
perdido pelo RS (ou ndo captado por esta organela) em regides proximas ao sarcolema aumenta a
[Ca2+]i no espaco submembranar, estimulando a extrusdo de Ca’' via Incx (Lipp e Pott 1988a, b;

Huser et al., 1988; Schlotthauer ¢ Bers, 2000; Trafford et al., 2000; Weber et al., 2002). Como esta
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extrusdo de Ca’” gera uma corrente idnica de entrada de cations, este mecanismo pode favorecer
atividade espontinea e arritmias (DADs, delayed after depolarizations) (Bers, 2002).

Alteragdes eletrofisiologicas observadas durante a hipertrofia, como o aumento da duracao do
potencial de agdo e alteragdes das propriedades cinéticas das correntes de potassio responsaveis pela
repolarizagdo inicial durante o potencial de agdo (corrente transiente de saida (I;,)) e de correntes K
ativas na repolarizacdo tardia, bem como da corrente retificadora de entrada (Ix;), sdo potencialmente
arritmogeénicas.

I estabiliza o Em diastolico em valores préximos ao potencial de equilibrio do potassio
(Ex), pois a membrana apresenta alta condutancia a este ion durante a diastole. Isto dificulta a
despolarizagdo da membrana, sobretudo, por requerer correntes despolarizantes de maior magnitude
para levar o E,, até o limiar de estimulacdo. Desta forma, uma maior Ix; protege contra a ocorréncia
de arritmias (Bers, 2001). Por outro lado, o decréscimo de Ix; resulta em maior instabilidade de Em
diastolico, maior excitabilidade celular e propensdo a arritmias, que sdo favorecidas por
despolarizag¢des secunddrias a perda de Ca*" pelo RS (Bers, 2002). Volk et al. (2001) constataram
todas estas alteragdes - aumento da duragdo do potencial de ag¢do e reducdo de correntes

. + ey . , . ~ 4 .
repolarizantes de K™ — em midcitos de ratos apds 7 dias de coarctagao adrtica.

5.6. HIPERTROFIA E REATIVIDADE ADRENERGICA (MODULACAO B-ADRENERGICA)

Um outro mecanismo adaptativo potencialmente relevante na hipertrofia consiste na
modulagdo (regulagdo da densidade, desensitizagdo) dos receptores [-adrenérgicos durante a
evolucdo da hipertrofia. Neste periodo ocorrem mudangas na sinalizacdo adrenérgica — reducao da
densidade de receptores adrenérgicos Bl e alteragdo da razdo entre receptores f1/f2. Ao longo da
instalacdo da hipertrofia até a insuficiéncia cardiaca, ha relatos de redugdo crescente dos receptores
B1. Na insuficiéncia cardiaca cronica, ha reducao da densidade dos receptores adrenérgicos 1 atinge
0s 50% (Bristow et al.,1982, 1986). Como os receptores B1 constituem de 75 a 80% da populacdo de
receptores adrenérgicos cardiacos (Vogelsang ef al., 1992), a importancia relativa dos receptores 2
no controle da fun¢do cardiaca cresce consideravelmente nesta situa¢do. Zhou et al. (1999, 2000)
sugerem que o numero de receptores B2 espontanecamente ativados poderia ser maior em casos de

o . , 2+
superexpressdao deste receptor e que um de seus efeitos ¢ o aumento do furnover de Ca” com
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finalidade de manter a contratilidade, tendo como efeito paralelo o aumento da liberagdo espontanea
de Ca*" do RS. Entretanto, ndo ha relatos da literatura sobre diminuigio da densidade de receptores
adrenérgicos Bl e/ou aumento de receptores B2 apds a coarctagdo adrtica, para que admitamos a
hipdtese de a atividade espontanea observada em nossos animais Coa2 e Coa7 seja atribuida ao
aumento da populacdo de receptores [32.

Akers et al. (2000), estudando o curso temporal da hipertrofia cardiaca induzida por
coarctacdo aodrtica, ndo observaram alteracdo da densidade ou propor¢ao dos receptores 1 ou B2 no
periodo estudado (3 a 60 dias). Entretanto, Communal et al. (1998) observaram redu¢do da densidade
de receptores Bl 4 semanas apOs a coarctacdo aortica, ¢ Moalic et al. (1993), 3 semanas apos a
coarctacdo aortica e hipertrofia compensada.

A eventual contribuicdo de uma possivel modulacdo dos receptores f-adrenérgicos para os
efeitos observados na funcdo cardiaca e de midcitos durante as diferentes fases da hipertrofia ndo
deve ser desconsiderada.

Considerando nossos resultados em conjunto, observamos nos grupos Coa maior atividade
espontanea diastélica, maior perda de Ca’" do RS durante a pausa sob estimulagio da NCX,
manutengdo da PRa rs € aumento da razdo dos mRNAs de Serca2a/PLB. Tais achados sugerem um
aumento do furnover de Ca’" entre citosol e possivelmente maior mobilizagio de Ca’" durante o
regime estaciondrio. Como a PRycx € semelhante para os grupos Coa e Sh, e ha indicios de aumento
do mRNA da NCX (p =0,068), ¢ possivel que também haja um aumento do furnover de Ca>* entre
citosol e meio extracelular. Resultados que sugerem maior mobilizagdo de Ca®" durante a hipertrofia
também foram obtidos por Shorofsky et al. (1999) em ratos espontaneamente hipertensos. Estes
autores observaram que, para desenvolver uma mesma amplitude de contracdo, miocitos de ratos
espontaneamente hipertensos requeriam maiores transientes de Ca*" do que miocitos controle.

Em conjunto, nossos resultados estdo em concorddncia com observacdes anteriores que
apontam para a existéncia de uma maior mobilizacdo de Ca”" associada a manutencdo da fungio
contratil frente a0 aumento de pos-carga. Por outro lado, o aumento da mobilizagdo de Ca®" pode
funcionar como um fator desencadeante de para a atividade espontanea, tendo como causa primaria a

perda de Ca" a partir do RS durante a diastole.
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Nossos experimentos de biologia molecular apontam para um aumento da razdo entre os
mRNAs da Serca2a/PLB no grupo Coa?7, resultados compativeis a possibilidade de maior captagdo
de Ca™ pelo RS neste grupo durante o relaxamento o relaxamento dos midcitos. Os niveis de mRNA
para a NCX também se mostraram aumentados, admitindo a possibilidade de aumento da extrusao de
Ca®" seja durante o relaxamento ou durante a pausa estimulatoria.

Avaliando a participago relativa dos transportadores de Ca®" durante o relaxamento de
miécitos isolados, ndo constatamos diferencas entre os grupos Si ¢ Coa, o que aponta para uma
manutencdo do balanco dos fluxos de remocdo de Ca®’ durante o relaxamento. No entanto,
observamos um prolongamento do curso temporal do relaxamento da contragdo evocada por
estimulos elétricos e da contratura de cafeina em NT, prolongamento que ndo pdde ser atribuido a
redistribui¢do dos fluxos de remogdo de Ca”" citosélico.

Comparando os calculos da participagdo relativa a partir dos tj»s do relaxamento com
calculos obtidos a partir de t;;»s do curso temporal da queda da concentragdo de Ca®" citosélico,
concluimos que a primeira abordagem ¢ possivel, embora requeira cautela, pois a relagdo entre
encurtamento ¢ queda da [Ca®"]; pode ser considerada linear apenas em uma determinada faixa destes
parametros e sob determinadas circunstancias.

O aumento da freqiiéncia da atividade contratil espontanea em resposta ao aumento da
concentragio de Ca>" extracelular foi observado em ambos os grupos, Sh e Coa. No entanto os
animais do grupo Coa apresentaram maior aumento da freqiiéncia basal da atividade espontanea do
que os animais controle (Sh). Uma possivel explicagao para a atividade espontanea durante a pausa ¢
a perda de célcio do RS. O aumento da perda de Ca>" pelo RS nio ¢ descartado, pois durante pausa
sob estimulacdo da NCX em seu modo direto, observamos maior reducio do contetido de Ca** do RS
nos grupos Coa.

Em conjunto estes resultados sugerem um maior furnover de Ca™ entre RS e citosol e

manutengdo da resposta contratil.
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ABREVIATURAS - APENDICES 1 E 11

Sh
Coa
Tw
CafNT

Caf00

c,AL
t1/2

C{Cali
L,

Kirs
Knex
KLEN TOS

koc(g)

o

[Ca®'];

MEC

grupos de animais controle submetidos cirurgia sem coarctagdo da aorta (Coa2, Coa?)
grupos de animais empregados apds 2 ou 7 dias de coarctacdo da aorta (Coa2, Coa?)
Contragdo evocada por estimulacdo elétrica

Contratura evocada por cafeina dissolvida em solug@o de Tyrode normal

Contratura evocada por cafeina dissolvida em solugio de ‘Tyrode ONa" e 0Ca*"

tempo de meia-vida do relaxamento (¢, ¢ ou (Y OM

tempo de meia-vida do decaimento de [Ca™li (¢71%V, (CONTACal oy Cor00iCali

constante de taxa de transporte de Ca™ para o RS

constante de taxa de transporte de Ca™ do cisosol para 0 MEC pelo NCX

constante de taxa de transporte de Ca™ pelos transportadores lentos

coeficiente linear da regressdo: AL = koc(g) + 0c(g)[Cali

coeficiente de acoplamento quimico-mecanico (coeficiente angular da reta que relaciona
nivel de contracdo remanescente e nivel de [Ca*']; remanescente durante o relaxamento)
concentragdo citosolica de Ca**

meio extra-celular
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I- Modelo Compartimental de Fluxos de Ca’* Durante o Relaxamento

Em estudos prévios, Bassani et al. (1992, 1994) apresentaram estimativas da participagdo relativa
dos transportadores de célcio (Ca*") no fluxo total de remogdo de Ca®' citosolico durante o relaxamento
de miocitos cardiacos isolados (PR). Estes autores observaram que, numa aproximagdo de primeira
ordem, a estimativa da PR calculada por integracio dos fluxos de Ca®" podia ser obtida a partir das
razoes dos t1,8 de relaxamento usando curvas de encurtamento celular.

Sabe-se entretanto, que a relagdo entre encurtamento e concentragdo de calcio citosolica ([Ca*'])
no relaxamento nao ¢ uma fun¢do linear do nivel de célcio intracelular e que o encurtamento pode ser
alterado por diversas condi¢des que modifiquem a sensibilidade de miofilamentos ao Ca®" (Bers, 2001;
Gambassi et al., 1992; Spurgeon et al., 1992).

Por esta razdo, apresentamos um modelo mateméatico que tem como objetivo verificar sob quais
condi¢des parametros cinéticos do encurtamento de midcitos ventriculares seriam validos para inferir a
participacio relativa (PR) dos principais transportadores de Ca*" na remocio do Ca”" citosolico.

Os transportadores analisados foram: — ATPase do reticulo sarcoplasmatico (A-RS), trocador
Na'/Ca® (NCX), ATPase do sarcolema e uniporter mitocondrial; estes dois wltimos denominados em
conjunto de LENTOS, por serem mecanismos lentos de transporte comparados aos dois primeiros e
contribuirem com uma pequena parcela no transporte de remocio de Ca®" citosélico (vide detalhes no
item 3.6.1).

Nosso modelo matematico foi baseado em anélise compartimental (Enderle et al., 1999; Cobelli
et al., 1995; Shepard Riggs, 1970). A analise compartimental ¢ uma abordagem freqiientemente usada em
ciéncias biologicas, na farmacologia e na fisiologia—para o estudo da distribui¢ao de solutos e farmacos
no organismo. No presente trabalho, um modelo de compartimentos foi adaptado para o estudo do
relaxamento de midcitos, modelados como um sistema multicompartimental. Em laboratério, realizamos
experimentos empregando um protocolo que nos permitia isolar funcionalmente diferentes
transportadores de Ca2+, de modo a obter o sistema estudado. As premissas da andlise compartimental
adotadas em nossa andlise e o desenvolvimento do modelo estdo apresentados a seguir. A solucdo de

algumas equagdes do modelo encontram-se no Apéndice II.
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I-1. Protocolo experimental

Como o relaxamento depende da queda da [Ca®'];, empregamos dados da cinética de relaxamento de
diferentes contragdes (#;2s do relaxamento) para fazer inferéncias sobre a contribuicdo dos
transportadores de Ca”” operantes em cada uma destas contragdes. Estas contragdes — Tw, CafNT e Caf00
- nos permitiram isolar funcionalmente os transportadores de Ca’" durante a queda da [Ca™]i e
relaxamento. Durante o Tw, a queda da [Ca®"]; e o relaxamento devem-se aos quatro transportadores de
Ca*" operando em conjunto; na CafNT, ao NCX e aos transportadores LENTOS; e na Caf00, somente aos
transportadores LENTOS (Bassani et al., 1992, 1994, 2002).

Passaremos a denominar as participagdes relativas dos transportadores de Ca** -~ A-RS, NCX e LENTOS
- durante o relaxamento de miocitos simplesmente PR, rs, PRncx, PRizvros. O protocolo experimental
empregado para isolar funcionalmente os transportadores foi apresentado na figura I-1. Midcitos
cardiacos isolados do ventriculo esquerdo foram inicialmente perfundidos com solucdo de Tyrode Normal
(NT) e estimulados eletricamente a 0,5 Hz, intensidade 20% acima de seu limiar de estimulagdo, por
aproximadamente 15 minutos, até atingirem o regime estacionario (steady state). Somente entao
iniciamos os experimentos. Os cursos temporais do relaxamento em resposta a estimulacdo elétrica (Tw
em NT) e a estimulacdo quimica por cafeina -10 mM de cafeina em NT (CafNT) ou 10 mM de cafeina em
Tyrode 0Ca®*/ONa" - foram registradas com o auxilio de um Detector de Borda de Sinal de Video; os 1,28
do relaxamento — 12 7w, t12 canvr € t1/2 capo — foram determinados com o auxilio de um osciloscopio.

Os dados obtidos da cinética do relaxamento foram empregados no calculo da PR. Apos elaboragdo do
modelo tedrico de compartimentos, estabelecemos uma relagio entre AL(7) e [Ca']i(f) que pdde ser
testada empiricamente a partir de dados pareados de encurtamento e dados de [Ca®']; obtidos com o
mesmo protocolo experimental. Também estabelecemos uma relacdo entre o curso temporal do
relaxamento e o curso temporal da queda da [Ca®];. A seguir, corrigimos a PR estimada a partir de dados

do relaxamento.
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Figura I-1: Protocolo experimental para estudo da cinética de relaxamento de miocitos cardiacos. Registro de
encurtamento celular de um midcito ventricular de rato (expresso como porcentagem do comprimento da célula em repouso,
L,) durante protocolo experimental empregado para avaliagio da participagdo relativa dos transportadores de Ca’" no
relaxamento. Inicialmente, o midcito foi estimulado eletricamente a 0,5 Hz até estabilizagdo das contragdes (Tw). Em seguida,
a estimulacdo elétrica foi interrompida e aplicou-se solu¢ao NT contendo cafeina, que evocou uma contratura (CafNT), apos a
qual, cafeina foi removida e o RS foi novamente recarregado por meio de estimulos elétricos. Apds estabilizagdo das
contragdes, o midcito foi perfundido com solugdo de Tyrode ONa*/0Ca* por 20 s, seguidos de mudanca do perfusato para
mesma solu¢do contendo cafeina, a qual evocou uma contratura lenta (Caf00). Os periodos de aplicagdo de cafeina estdo

indicados por linhas horizontais e setas, abaixo do tragado.

I-2. Analise Compartimental: Descricio do modelo basico e suas premissas

A premissa fundamental da anélise de compartimentos ¢, obviamente, a existéncia de compartimentos.
Premissas adicionais usualmente adotadas sdo a homogeneidade destes compartimentos e a
estacionariedade do sistema (Enderle ef al., 1999). Certas premissas matematicas sdo adotadas para dar
origem a representacdes algebraicas por meio de equagdes diferenciais ordindrias, que ndo somente
possuem solugdes conhecidas, mas também podem ser avaliadas por testes empiricos e costumam
representar bem muitos fendmenos fisioldgicos.

Em nosso modelo de anélise compartimental, adotamos as seguintes premissas:
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1. Existéncia de Compartimentos: o protocolo experimental apresentado na figura [-1 permite a distingdo
dos seguintes compartimentos (figura I-3) isolados funcionalmente por contragdes:

a. compartimento anatdmico representado pelo reticulo sarcoplasmatico (RS), para onde flui
o fon Ca*" sob acdo da ATPase de Ca** do RS (4-RS);

b. compartimento anatomico representado pelo meio extracelular (MEC), cujo acesso se faz
pelo efeito do NCX; e

c. compartimento ldgico composto de meio extracelular e interior das mitocondrias,
delimitado pela fun¢do dos transportadores LENTOS.

2. Homogeneidade dos Compartimentos: a distribui¢ao dos ions calcio dentro de cada compartimento ¢é
homogénea em todos os momentos e as mudancas de concentragao sdo instantaneas.

3. Estacionariedade do Sistema: os volumes dos compartimentos e temperaturas nos mesmos
permanecem constantes ao longo do tempo.

4. Conservagdo das Massas: a massa de calcio no sistema ¢é preservada durante seu intercambio entre os
diferentes compartimentos.

5. Independéncia entre os fluxos: os fluxos de remogio de Ca®" sio independentes entre si, mas
dependem de uma variavel comum, a concentragio de Ca’", que por sua vez é fun¢io do tempo -
[Ca™1i(0).

6. Linearidade: Mudangas absolutas ou relativas seguem fungdes lineares de niveis atuais (dos solutos na
célula ou do encurtamento mecanico). Em nosso contexto, mudangas absolutas sao os fluxos de célcio
d[Ca**14#) e a mudanca do encurtamento dAL(?) (relaxamento dAL(7) < 0) em um instante . Mudangas
relativas sdo os fluxos de célcio relativos aos niveis atuais de calcio no compartimento citosol
d[Ca* 1(#)/[Ca* 1{f) e as mudancas do encurtamento relativas aos niveis atuais de encurtamento

dAL(¢)/AL(t) em um instante ¢.

Esta ultima premissa de linearidade ¢ adotada para facilitar o modelamento matemadtico. Sob a
premissa de linearidade, as fungdes algébricas representando a queda da [Ca®']; nos diferentes tipos de
contracdo — Tw, CafNT e Caf00 - aproximam-se de curvas empiricas (Vide registro experimental, figura
I-2 e simulagdo, figura 1-4). Quando se adota linearidade como premissa em analise compartimental,
considera-se freqiientemente que todos os fluxos em valor absoluto sejam governados por fungdes
lineares de estoques ou de outros fluxos também expressos em valores absolutos. Para dar um nome a este
conceito, chamamos esta premissa usual de linearidade estrita ou absoluta. Em nosso contexto, porém,

r - . r \ 2+
também precisamos de relacionar o encurtamento remanescente da célula AL(¢) a [Ca™ ],(¢) remanescente;
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ou a mudanga no encurtamento dAL(7), ao fluxo de célcio d[Ca*"]«(f). Podemos diminuir o rigor desta
premissa, linearidade estrita, ¢ manter a restricdo de que a mudanga relativa do encurtamento
dAL(f)/AL(f) seja fungdo linear de fluxos relativos de calcio d[Ca*'1i(?)/[Ca*']i(f) num instante ¢.
Denominamos esta premissa linearidade fraca. Linearidade estrita implica que a premissa de
linearidade fraca tenha sido satisfeita,' mas o conjunto de fungdes que segue a linearidade fraca é mais
amplo e inclui fungdes que ndo satisfazem a linearidade estrita. As derivagdes neste apéndice ilustram
este fato com um exemplo. A analise subseqiiente do relaxamento em funco da [Ca”']; mostra que a
linearidade fraca possibilita representacdes matemadticas mais atraentes do que a linearidade estrita e
cabiveis em todas as situacgdes, enquanto que a linearidade estrita deve ser rejeitada em varios casos.

Em nosso modelo adotamos linearidade estrita quando assumimos que, durante o relaxamento, fluxos
absolutos de remocdo de Ca™ (d[Ca*']i(7) < 0) sdo fungdes lineares de estoques absolutos de Ca**
citosolico (equagdo 1). Mas a andlise empirica da relacdo entre dAL(¢) e d[Ca*"1i(t) mostrou que a
hipotese de linearidade estrita teve que ser rejeitada em favor de uma generalizagdo. A generalizacio
adotada foi a de linearidade fraca.

Quando relacionamos a mudanca absoluta do encurtamento dAL(f) ao fluxo absoluto de d[Ca”"]i(¢)
citosolico durante o relaxamento do midcito, a premissa de linearidade estrita foi violada. A andlise
empirica mostrou que a mudanca no encurtamento dAL(?) (relaxamento, dAL(¢) < 0) ndo é func¢do linear
da mudancga na concentracio de célcio (fluxo de saida de Ca®" do citosol, d[Ca*']i(¢) < 0). Porém os
achados empiricos foram consistentes com o fato de que o encurtamento relativo, dAL(¢)/AL(?), ¢
relacionado 4 mudanga relativa na [Ca*'];, d[Ca*'1i(?)/[Ca**]({), de uma forma linear. Neste sentido, nos
adotamos e conseguimos manter a premissa de /inearidade fraca como uma abordagem adequada para

relacionar AL e [Ca®'];, enquanto que a linearidade estrita ou absoluta teve que ser rejeitada.”

! Para confirmar isto, dividem-se valores absolutos por niveis atuais, assim transformando expressdes que satisfazem
linearidade estrita em expressdes que satisfazem linearidade fraca.

2 O encurtamento absoluto ndo é uma fungdo invariavel da concentragdo absoluta de [Ca®']; citosolico; ac(g) # 1). Vide
equacdes 10 e 10a.
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Figura I-2: Curso temporal do relaxamento de diferentes contragdes / contraturas - Tw, CafNT e Caf00 — que nos permitiram
isolar a fungdo dos transportadores de Ca*". O relaxamento do Tw decorre da participagio conjunta de todos os fluxos —
ATPase de Ca®>" do RS (4-RS), NCX e transportadores lentos; o relaxamento da contratura de CafNT deve-se a NCX e

LENTOS; enquanto que o relaxamento da contratura de Caf00 pode ser atribuida somente aos transportadores LENTOS.

RS
KA-RS
Ko |MEC tia NeX)
K; .05 i MEC (via ATPase SL)
Citosol > i Mitocondria

Figura I-3.: Representagio dos compartimentos isolados pelas contragdes do tipo Tw, CafNT e Caf00 e dos fluxos de Ca"
durante o relaxamento segundo a analise compartimental. Representagdo de como os trés transportadores — ATPase de Ca*" do
reticulo sarcoplamético (4-RS), trocador Na'/Ca’" (NCX) e mecanismos lentos (LENTOS, i.e., combinagdo de ATPase de Ca®"
do sarcolema e uniporter mitocondrial) contribuem para a remogio de Ca®" do citosol e para os compartimentos vizinhos: meio
extracelular (MEC), reticulo sarcoplasmatico (RS), e para um compartimento légico composto de MEC e matriz mitocondrial,

respectivamente. A espessura das setas ¢ proporcional a valores da contribuicdo relativa estimada por Bassani et. al. (1994).
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I-3. Linhas Basicas para o modelamento da queda de [Ca’']; durante o relaxamento

O fluxo de Ca*" mediado por cada transportador é definido como fungdo da sua respectiva
constante de taxa de transporte (K4.gs, Kncy, € Kizvros, respectivamente, Figura 1-3.) O fluxo total de Ca*"
[Ca*"147) durante o relaxamento foi descrito como a composicdo linear dos fluxos parciais de Ca”" pelos

diferentes transportadores (Bassani ef al., 1994):
d[Ca2+],~(t) = - JA_Rs(t) dr —JNC)((t) dr —JLENTOS(I)dt (1)

onde J, corresponde ao fluxo de remogdo de Ca*" do citosol mediado pelo transportador n. Aplicando a
premissa 6 em sua forma de linearidade estrita para fluxos de calcio em funcdo da concentragdo
remanescente de calcio no compartimento citosol, esta equagdo (1) pode ser reescrita sob a seguinte

forma:
d[Ca®"1i() = — Kars(g) [Ca* 1) dt — Knex(g) [Ca” 1(8) dt — Kppvros(g) [Ca” () dt,  (2)

onde K,gs, Knycx © Kievios Sa0 constantes positivas que representam as taxas de remog¢do do Ca*
citosolico pelos transportadores 4-RS, NCX e LENTOs. Estas taxas de remocdo de Ca>” podem depender
dos grupos (Sh2, Sh7, Coa2 e Coa7) e sdo taxas resultantes, pois correspondem ao transporte liquido de
remogdo do Ca’" citosélico por cada transportador, descontado de seu respectivo contra-transporte.

Como abordamos apenas o relaxamento, a condi¢do inicial para esta equagao diferencial é:
[Ca®*140) = [Ca™];max - (3).
A equagdo (2) foi resolvida empregando a solugdo padrio de uma equacdo diferencial ordindria,

considerando a condi¢do inicial apresentada em (3) (vide Apéndice II, A e B). A solugcdo mostra que o

, 2+ . r: ’
nivel remanescente de Ca”" citosolico a cada momento ¢ €:

[Ca™],(t) =[Ca™]

—[K4-rs (&)+Kycx ()+K pnros (€)1
i,max'e A-RS NCX LENTOS (4)’

que satisfaz a condigdo inicial [Ca’]:(0) = [Ca” Timax -
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1-3.1. Participacoes Relativas dos Transportadores de Ca" no relaxamento

Da representacdo matematica acima, pudemos definir matematicamente PR .gs, PRycx € PRizvros

~ 2+ - r1:
na remocgao de Ca” citosolico — como:

_ K, zs(8) )
PR, ¢ ()= K s (g)+ Kch(g) + K ovros (&) (5-a)

_ Kvex (&) )
Phicr(8) = K, zs(8)+ Kyex (&) + K pnros () (-0)

KSlaW (g)
K, zs(8)+ Kyey (&) + K prros ()

PR pyros(8) =

O bloqueio seletivo de um transportador n (4-RS, NCX e LENTOS) no relaxamento, corresponde
matematicamente a igualarmos sua constante de taxa K, a zero. Nos trés tipos de contragdo estudada a —

Tw, CafNT e Caf00 - a queda da [Ca®"]; pode ser expressa por:

1. Tw: evocado por estimulacao elétrica (desencadeada por potencial de acao). Nesta condi¢do, a queda
da [Ca®]; ocorre com a participagdo de todos os transportadores de Ca’", assim
e_[KAfRS(g)+KN(,'X(g)+KLE/\'TOS(g)]'t (6-3)

[Ca™ 1" (t)=[Ca™]

i,max *

2. CafNT: a cafeina ativa o canal de liberagdo de Ca’" do RS, provocando liberagio macica de Ca*" a
partir deste ¢ aumentando sua sensibilidade ao Ca™ e sua probabilidade de abertura (Rousseau &

Meissner, 1989), de modo que o fluxo liquido de recaptagdo de Ca™ pelo RS torna-se nulo, pois todo o
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Ca®" recaptado flui novamente para o cifosol. A remogio de Ca*" do citosol deve-se portanto ao NCX e
aos transportadores LENTOS.

[Ca 2+ ]iCafNT (1) = [Ca2+] —[Kyex ()+K enros (8)1 (6-b)

i,max e

3. Caf00 : na contratura evocada pela aplicacio de cafeina diluida em Tyrode ONa/0Ca™ nio somente o
fluxo de recaptacio de Ca®” para o RS encontra-se inibido, mas também a extrusio de Ca*" para 0 MEC

via NCX. Neste caso, a remocdo de Ca™ deve-se somente a LENTOS.

[Ca™ 1% (1) = [Ca™ ]y, - € F1oms(s” (6-¢)

i,max

Demonstramos no Apéndice II,C que o tempo de meia-vida de uma variavel regida por uma

fungio exponencial do tipo e’ ¢ dado por

tip=(>0n2)/k (7)

Os valores de #,,, do curso temporal da queda da [Ca®"]; nos trés tipos de contracdo (Tw, CafNT e Caf00)

sdo dados por:

1. Tw:

(Twlca™) (g)= In2

v K 2s(&) + Kyex () + K pyros (&) (8-a)
2. CafNT:

Ca/NT [Ca?* 1. In 2
1) (g) = (8-b)
K yex (8)+ K oyros (&)
3. Caf00 :
af 00 [Ca ], In 2
tyy 1l (g) = (8-c)

K 1ivros (&)
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Substituindo as equagdes (8-a) a (8-c) nas equagdes (5-a) a (5-c), podemos redefinir as

participagdes relativas dos transportadores de Ca® em fungio dos 7, conforme abaixo:

tTw,[Ca“],.(g)
PR q(g)=1-—"—0 9-
A=K £ CONT [Ca ™) (g ©-2)

1/2

w,|Ca Tw, Ca** i

1T/2[C (g) tl/Z[ : (g)
CafNT [ Caf 00,[Ca** ),
tl/ZfN (g) tl/zf : (g)

R yex (8) = (9-b)

Tw ,[Ca**

L) g (g)

Caf 00,[Ca*" ],
tl/ag Leed (g)

PR | pyros (&) = (9-¢)

~ ~ 2+ ~
I-4. Relacao entre concentracio remanescente de Ca” e contracio remanescente

Como visavamos avaliar a participagdo relativa de cada transportador a partir de dados do curso
temporal do relaxamento de midcitos (¢;,s do encurtamento), necessitdvamos estabelecer uma relagdo
entre AL(f) e [Ca*']i(f), passivel de ser testada empiricamente. Esta relagio devia ser suficientemente
geral para acomodar a possibilidade de mudancas ndo-lineares de AL(t) em funcdo de [Ca*']«(t) e para

permitir testes empiricos:

AL(t) =k (g) - ([Ca** 1, (6) " (10)
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onde

e AL(f): encurtamento bilateral durante a contracdo do midcito, medido como a diferenca entre o
comprimento de repouso (Lg) € o comprimento do midcito no pico da contragdo (L¢), AL=Lg-Lc.
(Nos experimentos, as medidas de encurtamento foram unilaterais. Isto implica uma constante kg
divida por um fator de 2 mas ndo afeta as derivagdes.)

e kc(g): coeficiente linear da relagdo entre AL(?) e [Ca*1(t), sendo kc(g)eR". Convém ndo confundir
kc(g) (coeficiente linear da regressdo entre In AL e In [Ca®];) com as constantes de taxas de remogao
do Ca** transportadores, K.

e ac(g): coeficiente de acoplamento quimico-mecdnico entre AL(f) e [Ca*](f). A literatura relata
diversas condigdes que alteram a relacdo entre AL(?) e [Ca*'147). Dentre estas condicdes podemos
mencionar a ativacio o e B adrenérgica (Spurgeon et al, 1992; Gambassi et al., 1992, Bers, 2001) ¢ a
cafeina, que aumenta a sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*" (Palmer & Kenntish 1990, Wendt &
Stephenson, 1983). Por esta razdo analisamos possiveis diferencas entre os ac(g), que podem
depender do tipo de contracdao C (i.e., Tw, CafNT ou Caf00) e dos grupos g (i.e. Sh2, Coa2, Sh7,
Coa?) (itens I-4.4 e 1-4.5).

Nao podemos excluir a possibilidade de que a dependa dos grupos g (Sh2, Coa2, Sh7, ou Coa?7).
Nao estd bem estabelecido na literatura se a deficiéncia contratil observada em casos de patologia — i.e.
hipertrofia cardiaca progressiva — pode ser atribuida a outras causas que nao alteragdes dos transportes de
Ca*". Uma possivel explicacdo para deficiéncia contratil em condi¢es ndo fisiologicas (i.e. hipertrofia,
insuficiéncia cardiaca) seria uma alteragio na sensibilidade dos miofilamentos ao Ca**, questdo para qual
ndo h4 um resultado uninime. Medidas da sensibilidade de miofibrilas ao Ca*" tém sido associadas a
resultados contraditorios, que indicam ora auséncia de alteragdo da sensibilidade dos miofilamentos ao
Ca® (Kagaya et al.. 1996, Perreault et al., 1992, O’Leary et al., 1997, Kinugawa et al., 1999), ora
reducdo da sensibilidade ao Ca* (Bailey et al., 1997; Li et al., 1997; Wang et al., 1994), ou ainda
aumento da sensibilidade (Wolff ef al., 1995 e 1996). A possivel influéncia dos tipos de grupos g sobre
0, ou em outras palavras, a influéncia da instalagdo da hipertrofia sobre o acoplamento quimico-mecanico
entre AL(f) e [Ca*]i(¢) sera verificada quando discutimos as hipoteses de igualdades entre os oc(g).

A interpretacdo da relagdo entre AL(?) e [Ca®1(t) da equacdo (10) ¢ intuitiva: para kcg > 0, €
ac(g) > 0, um menor nivel de [Ca™]; citosélico corresponde a uma contragio menor ou a um maior
relaxamento, nisto consiste o processo basico do relaxamento. Esta interpretagdo de que a mudanca do

encurtamento relativo (mudangdo do AL(?) relativa ao AL(f) instantaneo) seja proporcional a mudanga
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relativa da [Ca®'](f) (mudanga da [Ca*']i(¢) relativa a [Ca®'](¢) instantinea) a cada momento foi
abordada na premissa 6 como linearidade fraca. Desta premissa resulta uma relacdo direta entre os #;,s
do relaxamento e os t;,s da queda da [Ca2+],-. Os dois tempos de meia-vida relacionam-se através de
ac(g). O caso particular da premissa da linearidade fraca ¢ corroborado por resultados empiricos
apresentados posteriormente. Diferenciamos a equagdo (10) com relagdo ao tempo (vide desenvolvimento

no Apéndice II, D):

dAL(1) _ o (g) d[Ca* (1)

: (10-2)
AL(1) [Ca™],(t)

Esta equagdo (10-a) expressa uma relagio linear entre queda relativa da concentragio de Ca”"
citosolica e aumento relativo do comprimento celular. De modo equivalente, a solugcdo geral da equacdo
diferencial ordinaria (10-a), que obedece a premissa da linearidade fraca, ¢ a equagao (10).

Para que a premissa de linearidade absoluta fosse satisfeita, seria necessario que o coeficiente de
acoplamento quimico-mecdnico entre AL(f) e [Ca”'|(f) seja igual a ac(g) = 1 para qualquer tipo de
contracdo C ou grupo g (a = 1). Para satisfazer a premissa de linearidade relativa, bastaria que ac(g) # 0.
Sob linearidade relativa o coeficiente de acoplamento quimico-mecdanico pode ser fungdo de contragdes
C ou grupos g. Desta forma nio assumimos que a relacio entre AL(f) e [Ca’](f) fosse
incondicionalmente linear.

Os achados experimentais permitem manter a hipotese de que a queda relativa da [Ca*"](1) seja
funcdo linear do relaxamento mecanico relativo (vide: I-2, premissa 6). Estimamos os ac(g) (ac(g) # 0).
Nossa abordagem completa permite o calculo de corregdes necessarias para avaliar as participagdes
relativas dos transportadores de Ca*" a partir de pardmetros cinéticos de AL, mesmo para ac(g)

dependente das condi¢des experimentais empregadas, ou seja, tipos de contragdo C ou grupos g.

1-4.1. Modelamento do relaxamento em funcdo das constantes de transporte

Do acoplamento quimico-mecdnico entre AL(f) e [Ca*"]{f) na equagdo (10), podemos derivar uma

equacdo que expresse AL(7) em funcgdo das taxas de remocdo de Ca® — Ky.rs(2), Knex(g), Kienros(2). A
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equacdo a ser derivada possibilita a determinagdo das participagoes relativas dos trés transportadores em

funcdo da variagdo do comprimento celular durante o relaxamento. Substituindo (4) em (10):

— . o (@)K y_sr (8)+Knex (8)+K pnros(8)]1
AL(f)=AL__-e »

Para nossas medigdes do curso temporal do relaxamento mecanico (estimado por #, de
relaxamento), foi usado um protocolo experimental (para Tw, CafNT e Caf00) idéntico ao empregado
para medicdo de [Ca*"]{#) (vide Bassani er al., 1994). O bloqueio seletivo de transportadores n
individuais implica, matematicamente em igualarmos sua constante K, a zero. Empregando a equacao
(11), podemos expressar o t;, do encurtamento dos diferentes tipos de contragdo como fungdes das

constantes de transportadores de Ca*".

1. Tw:
(v AL( )= In2
i A, (&) [K s (&) + Kyey (&) + K pyros (8)] (12-a)
2. CafNT:
tlc/quNr,AL (g) = In2
A (&) [K ey () + K pvros (8)] (12-b)
3. Caf00 :
“ In2
1 M (g) =
A0 (&) K pyros (&) (12-c)
De modo geral:
IC/Z[C“ (@) =a 15 (g) para C € {Tw, CafNT, Caf00}. (13)
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A figura I-4 mostra a influéncia de @, constante para todos os tipos de contracdo C (Tw, CafNT e
Caf00), sobre o curso temporal do relaxamento do midcito em um grupo g qualquer. O tempo de

relaxamento € inversamente proporcional ao a, sendo que um maior a acelera o relaxamento.

a.=1 c
o D7
1
1
08
08 G
0.6
06 ¢
04 CafNT 041]\ CgNT
02
02 Iw —
I
t 2 4 6 8 10
2 4 6 8 10

Figura [-4: Simulagdo do curso temporal do relaxamento nos trés tipos de contragdes - Tw, CafNT e Caf00. Os parametros
escolhidos para esta simulagdo foram: AL,.=1, K 2~0.85; Kycx=0.10; K;zn705=0.05. Um valor maior de o acelera o

relaxamento, sem alterar a contribui¢éo relativa dos trés transportadores de Ca*" no relaxamento.

1-4.2. Participacoes Relativas dos Transportadores de Ca™ com dados do encurtamento

A partir das equacgdes (12-a) a (12-c) e (5-a) a (5-¢), PR4.gs, PRncy € PRyiyros podem ser expressas
por:

an(g) 17 (g)
PR, . (g)=1-—"1 L (14-a)
e Ao (8) 119 (2)

Tw,AL

PRy (g) =228 037 (8) _ an(®)  _tia(g) (14-b)
NCX » .
Aoy (8) 1) Ao (@) 19 (2)

arn(8) 1) (g) 14-
PR o5 (g) = — 1m0 L (14-c)
LENTOS acafoo (g) tlc/‘zj 00,AL (g)
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de modo andlogo as equagdes (9-a) a (9-c). Assim, a participacao relativa PR, de cada transportador n no

AL

~% . Entretanto, isto ¢

fluxo total de remocdo de Ca*" citosolico poderia ser obtida a partir de !4 ou ¢

possivel se o valor de a for conhecidamente igual para todas as condigdes experimentais empregadas, ou

AL

entdo necessitamos corrigir os ¢}

empregando as formulas apresentadas em (14-a) a (14-c).

1-4.3. Determinacdo de o._em funcdo de ‘grupos experimentais’ (g) e ‘tipos de contracdo’ (C)

A equacdo (10) pode ser empregada para testar experimentalmente a relagdo entre AL(?) e
[Ca*(t). Para tal, convinha aplicar o logaritmo com a finalidade de linearizar esta relagdo e facilitar a
analise:

In AL(f) = In ke(2) + ac(g) - In [Ca*'T; (). (10-b)

Em experimentos complementares realizados em nosso laboratorio, foram obtidos dados pareados de
[Ca*]; e relaxamento mecanico (AL) em células carregadas com o indicador de Ca*" indo-1. Nestes
experimentos padronizamos a faixa de variagdo de AL(f) e [Ca®]((¢) entre a unidade e zero. O AL({) varia
entre a unidade (AL(0) comprimento minimo ou pico da contragdo, correspondente a unidade) e zero
(AL(~), comprimento diastolico, contracdo nula). A [Ca’"]«(¢) varia também entre a unidade ([Ca**]:(0)
sistolica ou pico da [Ca®];) e zero ([Ca*']i(~) diastdlico).

Foram obtidas medidas pareadas para mudangas relativas de AL(f) e [Ca*],(¢) na faixa entre 30 e
70% de queda de ALpmax € [Ca2+],;max, durante o relaxamento nos trés tipos de contragdo C e em miocitos
dos quatro grupos experimentais g estudados. Por exemplo, a queda para 50% de [Ca”];max, @ partir do
respectivo pico correspondia a queda de x% de AL a partir de ALn,x. A estimativa da relagdo entre AL(¢) e
[Ca®"147) requer a identificacdo de dois pardmetros: k(g) e ac(g). Generalizamos a equagio (10-b) para

2
+]i

os nossos dados de células j e repeticdes » para varios niveis de [Ca” |; e AL correspondente, nos

diferentes tipos de contracdo C e diferentes grupos g. Chegamos a equagdo de estimativa:

InAL, =lnk.(g)+a.(g) [Ca*] tée,, (10-c)

Ljr

onde o ;- explicita o erro, possivelmente correlacionado entre tipos de contragdo C e repetigdes. A razao

para esta possivel correlagdo ¢ que as observagdes sdo pareadas para tipos de contracdo C e que obtemos
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da mesma células dados repetidos de AL remanescente e de [Ca”']; remanescente. Empregando o método
dos minimos quadrados (Ordinary Least Square Regressions) a estimativa de (10-c) foi conduzida por

regressoes separadas para cada tipo de contragdo C e para cada grupo g. A tabela I-1 mostra os resultados.

Tabela I-1.: a calculado por regressdes com o método dos minimos quadrados para os diferentes grupos C (Sh2, Sh7, Coa2 e

Coa?7) e tipos de contragdo g (Tw, CafNT e Caf00).

C Tw CafNT Caf00
4 In kc(g) ac(g) In kc(g) ac(g) In kc(g) ac(g)
Sh2 -0,050 + 0,04 0,874 + 0,05 -0,062 + 0,13 1.33+0,16 0,220 +0,14 0,988 +0,17
Coa2 -0,464 + 0,25 0,728 + 0,43 -0,398 +0,17 0,911 +0,28 0,116 +0,16 0,813 +0,20
Sh7 0,090 + 0,23 1.37 + 0,33 -0,144 + 0,21 1.21+0,28 -0,001 +0,21 0,670 + 0,26
Coa’ -0,065 + 0,18 1.37 + 0,30 20,077 +0,12 1.45 +0,22 0,118 +0,14 0,844 +0,18
Total | -0201+0.11 0,966 +0,16 -0,203 +0,17 1.17 + 0,08 0,100 + 0,08 0,810 + 0,10

A seguir, diferencas entre os ac(g) dos diferentes grupos g (Coa2, Coa7, Sh2, Sh7) e dos
diferentes tipos de contracdo C (Tw, CafNT e Caf00) foram testadas apos analise Seemingly Unrelated
Regression (SURE; Zellner 1962 e 1963) pelo teste post hoc Wald, segundo as hipdteses apresentadas
abaixo. Todos os célculos e andlises estatisticas foram realizadas no programa Intercooled STATA 7
(College Station, Texas, USA).

Ainda analisando a equagdo (10-c), convém considerar o significado de kc(g) para nosso estudo.
Sob a nossa padronizag¢do de que [Ca2+],~,max = ALmax = 100% = 1, a equagdo (10) implica que kc(g) = 1
para qualquer valor de a(g). Assim, necessitamos In kc(g) = 0. De fato, a tabela I-1 mostra que a hipotese
de que In kc(g) = 0 ndo pode ser rejeitada em quase todos os casos (exceto C=Caf00 e g=Sh2). Este

achado corrobora a validade do modelo teodrico.
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[-4.4. Hipdteses sobre o coeficiente de ‘acoplamento quimico-mecénico’ - ac(g):

O modelo e os dados experimentais permitem trés tipos de hipdteses a serem derivadas da relagao

aqui em termos gerais. Segundo a equagdo (13) temos:

1)y () = 15 (g) (15-a)
Tw( )

a, 1 a, all
(N (g) = ———— 1[I (g) (15-b)
aCafNT( )
14" (g) ——tffé’“’[c“]i (g) (15-c)
CafO()( )

Tais resultados permitem testes imediatos dos processos por tras do relaxamento:

e Hipétese I: AL ¢ [Ca™"); relacionam-se por linearidade estrita.

Inicialmente, poderiamos testar se a hipdtese nula conjunta abaixo ¢ satisfeita:

TwAL

H(]I tl/z, _ tTw,[Ca]i tCafNT,"AL _ tCajN?,ICa]i e tCafOO,AL _ tCafOO,[Ca]i

— M2 € 1/2 M2 1/2 M2

Se esta H, fosse aceita, oc = 1 para todas as concentracdes ¢ a relagdo entre AL ¢ [Ca®']; seria
regida por uma relagdo linear e simples. Se esta H fosse rejeitada, oc # 1, significaria que, na relagdo
entre AL ¢ [Ca™'];, a linearidade deveria ser rejeitada em favor de uma relagdo ndo-linear entre AL e
[Ca®™];.

. : : CAL : : ., <
Os nossos dados ndo incluem medidas diretas de #, e ¢ 1" e testes diretos da hipétese 1 ndo

foram possiveis. Porém, resultados do teste da hipotese 3 abaixo mostram que os ac(g) dependem das

contragdes C. Isto implica que ac(g) # 1 em pelo menos um caso.

176



APENDICES I E I

e Hipotése 2: A relagio entre AL e [Ca”"]; ndo depende dos grupos.

Nosso modelo matematico descreve completamente o relaxamento (sob o aspecto de controle da
[Ca*']: e sob aspecto mecanico) nas equagdes (2) e (10). O modelo foi elaborado de forma que o(g)
pudesse ser funcdo dos grupos g. Podemos testar se a(g) ¢ realmente fungdo de grupos g. Fazendo um
pool de todas as observagdes dos diferentes tipos de contragdes em quatro conjuntos de dados segundo os
grupos g (Sh2, Coa2, Sh7, Coa7), podemos testar (ap6s andlise SURE) se os a(g) realmente dependem
dos grupos g:

Hy: a(Sh2) = a(Coa2) = a(Sh7) = a(CoaT)

Nossos testes mostram que a igualdade acima nao pdde ser rejeitada e g pode nao ser considerado um

fator determinante de a.

e Hipotése 3: A relagdo entre AL e [Ca*']; ndo depende das contracdes.

De modo semelhante, podemos testar se ac¢ € realmente fungdo de contragdes C. Fazendo um pool
de todas as observagdes dos diferentes grupos g em trés conjuntos de dados para os tipos de contragao
C (Tw, CafNT e Caf00), podemos testar (apds analise SURE) se a realmente depende de C (hipotese

empiricamente confirmada).
Hy): Ary, = Cegnt = Aegroo

A igualdade acima foi rejeitada e C ¢ considerado um fator determinante de a.

Uma forma equivalente do teste, mas ndo exeqiiivel com os nossos dados, seria

fTwlCali (CaN[Cali (Cafo0T [Cali
o =2 _an _an

Hy: %= fDuAL T CalNIAL —Caf00AL
1/2 1/2 1/2
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1-4.5. Testes de Significancia dos a(g) (SURE & Wald)

a) Valores de a((g) apresentados em funcdo de grupos g e tipos de contracao C.

As estimativas de ac(g) em fungdo de cada grupo g e tipo de contragdo C sdo relatados na tabela
I-1 (obtidos por regressao linear pelo método dos quadrados minimos Ordinary least square regressions
de niveis de In AL remanescente por In [Ca’’]; remanescente). As estimativas foram analisadas por
Seemingly unrelated regressions (SURE) e as hipoteses 2 ou 3 (item 1-4.4) sdo testadas post hoc por um

teste de Wald.

b) SURE — Seemingly Unrelated Regression

Devemos lembrar que os estimadores de a(g) ndo podem ser testados por testes de significancia
ordinarios. A razdo ¢ que as observacoes de In AL;. e In [Ca™; i sdo interdependentes, pois as mesmas
células foram submetidas a diferentes tipos de contracdo C e obtivemos diversos pares de dados de AL
remanescente ¢ [Ca2+],- remanescente a partir de uma mesma célula. Esta interdependéncia introduz uma
possivel correlacdo entre os erros €;- e, conseqiientemente, entre os estimadores de a(g). Neste caso, a
abordagem mais adequada para testar diferencas entre a(g) € a Seemingly Unrelated Regression (SURE,
Zellner 1962, 1963).

SURE consiste de um sistema de equagdes aparentemente ndo relacionadas entre si (regressoes
lineares), mas de fato a SURE permite que estas equacdes sejam interdependentes através da correlagio

entre os erros ;.. A SURE calcula a covariincia dos residuos & ;- para estimar a correlacao entre os erros

&~ O célculo da covariéncia dos residuos &, requer um niimero de observagdes igual para todos os tipos

de contragdo C (painel balanceado), mas as regressoes pelo método dos minimos quadrados (Ordinary
least Square — OLS) na SURE continuam fornecendo estimativas consistentes de a(g).

Nos queriamos testar as hipdtese 2 e 3 (item [-4.4) de que o ac(g) diferia entre os grupos g € entre os
diferentes tipos de contragdo C. Apds a analise SURE estimamos a covariancia entre os erros através de
uma matriz de correlagdes dos residuos e empregamos um teste Breusch-Pagan para confirmar se as
correlagcdes sdo significativas (programa estatistico Intercooled Stata, College Station, TX, USA e

STATA Manual, Release 6, 1999). O coeficiente de correlagdo representa a covariancia por uma escala
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que varia de “0 a 17, sendo “0” correlagdo nula e “1” correlagdo maxima. Os resultados obtidos desta
analise mostraram grande covariancia entre os tipos de contracao C.
As causas desta correlagdo podem provir de
o erros sistematicos: resultantes de caracteristicas inerentes ao sistema testado (mesmas células
submetidas a diferentes tratamentos), causando uma correlagio entre as regressoes;
« erro sistematico de varidvel omitida: cuja causa de variagdo ¢ dificilmente definida, pode se dever a
variagOes das condi¢cdes do ambiente (diferencas na solugdao de perfusdao das células, que embora
padronizadas podem apresentar leves variagdes);

o ruidos.

c) Teste de Wald

O teste de Wald ¢ um teste post-hoc adequado para avaliar diferengas significativas entre estimadores
passiveis de apresentar covaridncia, como os ac(g) entre tipos de contracio C (que apresentaram
covariancia significativa quando analisados por SURE). A estatistica do teste de Wald (Wald 1943) ¢
dada pela formula abaixo e distribuida x* com GL graus de liberdade (GL ¢ igual ao numero de restrigdes

no teste, ou seja o namero de igualdades impostas no teste acumulado):

— dl — dz
Var(a,) -2Cov(a,,a,) +Var(a,)

~ x*(GL)

O teste de Wald assume que quaisquer grupos de varidveis podem covariar entre si, enquanto que outros
testes de contraste padrdo (exemplo teste t) assumem que a covaridncia seja nula (Cov(&,,a,) = 0). A
hipotese nula € de que a,; - ap, =0, W= 0. Enquanto que a estatistica simples de Wald ¢ aplicavel quando a
variancia dos estimadores ¢ conhecida, toda estimativa nesta dissertacdo ¢ baseada em variancias
desconhecidas. Portanto, generalizamos os testes de Wald para o caso de varidncias desconhecidas,

empregando o teste F, correspondente ao teste de Wald acima. A estatistica de F foi calculada por:

F=/q) -W ~F(q.d)
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onde g ¢ o nimero de GL do teste; W, a estatistica de Wald e d, o numero de graus de liberdade do

denominador. Esta estatistica de /' ¢ distribuida com a distribui¢do de F' de Snedecor.

Teste Wald para ‘Grupos

A hipotese de que a(Coa2) = a(Coa7) = a(Sh2) = a(Sh7) ¢ testada pela verificacdo das igualdades
simultineas:

(1) a(Coa2) =a(Coa7)
(2) a(Coa2) = a(Sh2)
(3) a(Coa2) = a(Sh7)

F( 3, 136)
Prob>F

0.51
0.6781
RESULTADO: Nao podemos rejeitar que os ‘a’ ENTRE OS GRUPOS sejam iguais

Teste Wald para tipos de contracoes C:

A hipotese de que ar, = acanr = acqpo € testada pela verificagdo das igualdades simultaneas:
(1) anw = G.CafNT
(2)an, = O Caf0
F( 2, 144)
Prob > F

4.23

0.0164 (esta igualdade deve ser rejeitada)

e Teste de Wald para as contragdes: Tw vs. CafNT
Testando a hipotese ar, = acqnr vVimos que :
F( 1, 144)= 1.82
Prob>F= 0.1792 (esta igualdade ndo pdde ser rejeitada)
e Teste de Wald para as contragdes: Tw vs. Caf00
Testando a hipotese ar, = acqms, Vimos que:
F( 1, 144)= 0.03

Prob>F = 0.8724 (estaigualdade também nao pode ser rejeitada)
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e Teste de Wald para as contragdes: CafNT vs. Caf00
Testando a hipotese aconr = acqmo, VIMos que:
F( 1, 144) 7.99
Prob > F

0.0054 (esta igualdade teve que ser rejeitada).

Estes resultados mostram que acqmp difere claramente de ac,nvr. A auséncia de significdncia
entre orw € Ocafpo deve ser relacionada a falta de poder do teste estatistico, dado o ruido e o pequeno

numero de observagdes, mas nio necessariamente em funcao de falta de diferencga entre ary € dcafo.

Nos concluimos a partir dos testes de significancia que:
Hipoétese 2, Hy:  a(Sh2) = a(Coa2) = a(Sh7) = a(Coa7) - ndo rejeitada

Hipoétese 3, Ho:: dryw = OcatNt = Ocafoo - rejeitada ap6s SURE

d) Corregdes para adequagdo do modelo a relagdo temporal entre a queda de [Ca*']; e relaxamento
Como observamos diferengas significativas entre os ac, podemos concluir que a hipétese 3 deve ser
rejeitada. Neste caso, ndo € possivel que os a¢ sejam todos a0 mesmo tempo iguais a 1 e diferentes entre
si. Conseqiientemente, temos que rejeitar a hipotese 1.
Isto mostra uma mudanga no coeficiente de acoplamento quimico-mecanico em fungao dos tipos
de contracao durante o relaxamento.
Como discutido no item I[-4.2, a alteracio de o em fung¢do das condi¢des experimentais
empregadas (tipos de contracdo C) requer que a estimativa das PR, sejam corrigidas adequadamente,

conforme mostraram as equagdes (14-a) a (14-c). Nos empregamos as estimativas de &, , Qe vy € Ceyroo

da tabela I-1 para calcular os PR, da seguinte forma:

~ (TwAL

A, (8) a2’

PR, ps(g)=1-—" Ctlzj/‘I%’TAL (14-27)
cavr L2 (g)

PR, (g)= an  4y(g) a4 (g) (14-b%)
NCxX = e -
A canr t1c/2fNT A (g) aCafOO 1C/2f00 M(g)
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& , tTW,AL (g) =
PR pyros (8) = — -tc,ly/rzoo,AL (14-¢")

Acaroo b (2)

I-5. Conclusoes

Nos concluimos que a abordagem de compartimentos ¢ valida para a avaliacdo da relagdo entre nivel

~ r 2+ ~ . ~
contracdo remanescente e nivel de [Ca”']; remanescente ¢ que esta relacdo fornece informagdes sobre o
acoplamento quimico-mecanico durante o relaxamento. O fato de termos observado diferencas entre os o,

sugere alteracdo deste acoplamento (relagdao [Ca*"]-AL) em fungdo do tratamento com cafeina em Tyrode

ONa".0Ca*".
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APENDICE II:

Algumas Equacoes do Modelo de
Compartimentos adaptado para o estudo do

Relaxamento de Midcitos
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Apéndice 11

A. Solucio da equacgio (2)
A equagdo ordindria diferencial (1) pode ser reescrita como

d[Ca* ],(¢) _

[Ca2+]i(t) ==K, zs(g)-dt — Ky (g)-dt = K pyr05(g) - dt

Integrando ambos os lados

J‘%= _IKA—Rs(g)’dt_IKNCX(g)'dt_IKLENTOS(g)'dt+C

temos

ln[Ca2+ ]i(t) = _KA—RS(g) r—= KNCX(g) r—= KLENTOS(g) 1+ C

sendo Ce R, esta equagdo equivale a:

[Ca 2+ ]i (t) — [Ca 2+] —[K 4-rs (&)+Kycx (8)+K pyros (8)]1+C .

i,max €
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2+ ~ o . e o 2+
B. [Ca™']; () expresso em fun¢io da condicao inicial [Ca™ |yl € de K,,:
Como “e “” corresponde a condi¢io inicial da analise, ou seja, [Ca®']; de pico. Neste caso resolvemos a
equacdo (1), sendo e =[Ca]

i,max °*

[Ca2+ ]i — e—KA—Rs(g)'f—KNCX (g)'f—Kszow(g)'f.eC

[Ca2+ ]i — [Ca2+] e_[KRS (8)+K nex (8)+K g0 (2]

i,max*

€9

C. Tempo de meia-vida em uma funciao “e

O tempo de meia-vida de uma variavel X(7) é definido como o tempo compreendido entre 0 momento #; ¢
o momento #; , sendo X reduzido a sua metade: X(#2) ="2 X(#1) . O tempo de meia-vida € representados
por f,, =i, -

Consideremos a funcdo X(7)=e™. Entdo

X(t)=e" e Xx@2)=c* =V x(t)

Deste modo,
—kt,
7— X() _€ 1 _ o)
X(t,) e
e
In2 = k(t2 — tl).
Portanto,
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D. Derivacao da relacao entre AL(?) e [Ca2+],~(t) com relacao ao tempo

)ac(g)

AL(t) =k (g)- ([Ca2+],»(t) (10)

Como AL(?) e [Ca*"]i(f) sdo fungdes do tempo ¢, aplicamos a regra da cadeia, dg(f(x)) = g’(f(x)) -

f’(x) - dx, para derivar a equagdo (10) com relagdo ao tempo,:

AAL() = o (g) ke (g)-([Ca™ 1.()) - d[Ca™1,(t)
aAL() = o () k() LCLO) e
[Ca™ 1,(1) |

Como k.(g)- ([Caz*]l.(t))%(g) = AL(¢) na equagcdo (10), entdo

AL(t)

dAL(t) = ac(g) Wd[ca +]i(t)
c
dAL(t) _ (g)d[Ca%]i(t). (10-2)
AL(t) 77 [Ca™ ()
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9. APENDICE 111 —

BANCO DE DADOS

TABELAS COM DADOS INDIVIDUAIS

- DADOS INDIVIDUAIS
- MEDIAS + EPM

- RESULTADOS DAS ESTATISTICAS
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Convencoes:

- Protocolo:  tipo de protocolo experimental adotado nos experimentos de fisiologia
Prot. 1: participacao relativa, conforme a figura 3.#
Prot. 2: resposta do midcito a variagdo da concentragdo externa de calcio

Prot. 3: perda de calcio do RS durante pausa sob estimulo da troca NCX

PT-PCR
- grupo: tipo de grupo
- ID Rato identificacao do rato
- ID Cel. identificacao da célula
- indpair experimentos pareados
- [Ca],: concentracio de célcio extracelular utilizada no ‘Prot. 2> ([Ca'],)
-Tw amplitude do Tw (ALtyw)
-Cafnt amplitude da contratura de CafNT (ALcasr)
-Caf00 amplitude da contratura de Caf00 (ALcago)
-ttptw amplitude de contracao do Tw pos-pausa
tioTw t1» do relaxamento do Tw
-tiacaNT t1» do relaxamento da CafNT

-t12caf00 t1» do relaxamento da Caf00
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1) DADOS REFERENTES AOS ANIMAIS:

1.1. Animais usados no RT-PCR

Pressio Pressiao Pressiao Pressiao Pressiao
Grupo Lote ID Rato Sistolica Diastélica Sistélica Diastolica Gradiente Arterial Frequéncia
Carotida Carétida Femoral Femoral Sistélico Média Cardiaca
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (bat/min)
Coa7 L1 1 174 118 139 104 35 120 423
Coa7 L2 3 159 101 119 84 40 103 400
Coa7 LS 1 172 110 135 102 37 119 401
Coa7 LS 2 173 113 132 108 41 120 387
Coa7 L6 3 160 107 126 104 34 117 412
Coa7 L7 4 167 112 127 109 40 117 390
Coa7 L7 5 177 113 137 106 40 120 363
Coa7 L7 6 179 111 132 106 47 119 404
Sh7 L1 1 116 95 107 420
Sh7 L2 4 122 104 115 360
Sh7 LS 1 128 98 114 380
Sh7 LS 2 115 89 102 410
Sh7 L6 3 129 107 117 426
Sh7 L6 4 126 98 109 340
Sh7 L7 5 129 91 110 360
Sh7 L7 6 130 106 119 385
Sh7 L7 7 118 88 103 360
Sh7 L7 8 130 104 112 400
Notas:
. cada observacdo ¢ definida por ‘grupo’, ‘lote’ e ‘ID Rato’
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1.2. ANIMAIS USADOS NOS EXPERIMENTOS DE FISIOLOGIA

Pressao Pressao Pressao Pressao Pressao
Grupo ID Rato Sistolica  Diastolica  Sistolica Diastolica Gradiente Arterial  Razio Féi‘l';f::;a
Carotida Carétida Femoral Femoral Sistolico Média VE/VD * (bat/ min)

(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg)
Coa2 01-10-19. 161 106 120 95 41 133 1.41 420
Coa2 01-11-28. 161 106 120 95 41 131 1.38 420
Coa2 02-01-25. 173 119 133 110 40 122 2.00 397
Coa2 02-02-22. 167 114 127 105 40 116 2.58 406
Coa2 02-03-08. 163 103 122 92 41 108 1.15 393
Coa2 02-04-26. 176 109 133 98 43 117 1.54 412
Coa2 02-05-24. 167 114 126 104 41 116 1.32 433
Coa2 02-09-04. 164 109 124 98 40 111 1.35 376
Coa2 02-09-25. 179 108 135 104 44 120 1.31 387
Coa2 02-12-05. 182 118 136 108 49 122 1.26 347
Coa2 03-01-08. 169 115 128 112 41 120 1.29 400
Coa2 03-02-06. 167 118 124 110 43 118 2.32 401
Coa2 03-02-13. 161 126 113 101 48 108 2.03 367
Coa7 02-01-30. 173 115 139 114 34 126 2.20 380
Coa7r 02-01-31. 172 113 137 112 35 124 2.05 412
Coa7 02-03-13. 167 112 137 109 40 123 2.10 332
Coa7r 02-05-03. 169 101 128 98 41 113 2.89 330
Coa7 02-08-27. 173 119 132 109 41 120 1.89 416
Coa7 02-10-29. 164 105 118 112 46 111 1.94 406
Coa7 03-01-16. 162 103 120 100 44 110 2.21 397
Coa7 03-01-23. 170 120 132 110 38 120 2.61 342
Sh2 01-11-09. 131 95 e 114 1.38 396
Sh2 01-12-05. 131 108 —_ 120 1.47 488
Sh2 02-04-03. 131 107 —_ 121 1.71 330
Sh2 02-05-16. 138 102 —_ 118 1.46 420
Sh2 02-05-23. 126 102 —_ 114 1.42 410
Sh2 02-10-16. 129 101 e 115 2.00 426
Sh2 02-10-30. 118 91 e 109 1.12 360
Sh2 02-12-18. 130 107 —_ 115 1.32 416
Sh2 03-01-29. 128 108 e 118 1.46 376
Sh7 01-11-13. 132 101 e 118 2.10 363
Sh7 02-02-26. 138 106 e 122 2.24 350
Sh7 02-05-28. 141 100 —_ 120 1.31 412
Sh7 02-05-29. 130 107 e 120 1.26 332
Sh7 02-08-16. 123 98 e 112 1.33 400
Sh7 02-09-20. 130 103 e 118 1.44 400
Sh7 02-10-15. 130 107 e 120 1.63 419
Sh7 02-10-23. 131 104 e 118 1.24 358
Sh7 02-12-10. 132 98 e 115 1.18 396
Sh7 03-01-30. 131 96 —_ 114 1.23 402
Sh7 03-02-12. 134 103 e 119 1.60 397
Sh7 03-02-21. 130 111 —_ 120 1.21 431

a) Razao entre as massas dos ventriculos esquerdo e direito.
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2) EXPERIMENTOS DE BIOLOGIA MOLECULAR — RT-PCR (ITEM 3.6)

RNA,, / B-actina

Teste-t Teste-MW
RNA,, Produto (média + sem (n)) Coa7
(bp) Sh7 p< 0,05 p< 0,05
Sh7 Coa7
Serca2a 196 bp 0.75 + 0,075 (3) 115 + 0.16 (5) 1.53 0,0750 0.0526
PLB 126 bp 243 + Ns (4) 145 + 017 (5) 0.59 0.2119 0.2207
Serca2a/PLB - 040 + * (3) 1.03 + 0.17 (5 2.57 0.0480 * 0.0253 *
csQ 980 bp 1.61 + 0.058 (2) 213 + 089 (3) 1.32 0.05644 0.5637
RyR: 620 bp 145 + ns (2) 213 + 0.95 (5) 1.46 0.5176 1.0000
NCX 826 bp 098 + 0.058 (5) 169 + 0.27 (6) 1.69 0.0589 0.0679

Notas:

1) Em funcdo de nossas amostras serem pequenas, realizamos um teste normalidade (Shapiro-Francia) e observamos que estas ndo apresentavam

distribuicao normal (Serca2a, CSQ e RyR»). Por esta razao, além do teste t empregamos o teste ndo-paramétrico Wilcoxon (Mann-Whitney Test).

2) Tanto a Serca2a quanto PLB foram normalizados pela p-actina (Serca2a/B-actina e PLB/B-actina). Entretanto quando expressamos nossos

resultados pela razdo entre 0 mRNA da Serca2a e o do PLB obtidos da mesma célula, desconsideramos a B-actina — denominador comum a ambos.
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2.1) SERCA2a:

Cirurgia Lote ID Rato Transcrigédo B-actina Serca2a Serca2al B-actina
(pixel?) (pixel?)
Coa7 L1 1 T2 9713 9288 0.956244
Coa7 L2 3 T2 12061 11430 0.947683
Coa7 L5 1 T3 6280 6171 0.982643
Coa7 L5 2 T1 9332 11145 1.194278
Coa7 L7 5 T1 2555 4286 1.677495
Sh7 L2 4 T2 15705 12100 0.770455
Sh7 L5 1 T4 4551 4326 0.95056
Sh7 L6 3 T1 2098 1112 0.530029
2.2) PLB:
Cirurgia Lote ID Rato Transcrigdo B-actina PLB PLB/ B-actina
(pixel®) (pixel®)
Coa7 L2 3 T2 12061 14447 1.197828
Coa7 L5 1 T1 9332 14721 1.577475
Coa7 L5 2 T3 6280 6460 1.028662
Coa7 L6 3 T1 5661 10477 1.850733
Coa7 L7 5 T1 2555 4081 1.59726
Sh7 L5 1 T4 4551 13904 3.055153
Sh7 L5 2 T1 2098 8070 3.84652
Sh7 L6 3 T1 12662 14559 1.149818
Sh7 L6 4 T1 4967 8320 1.675055

195



APENDICE I

2.3) SERCA2A/PLB:

Cirurgia Lote
Coa7 L2
Coa7 L5
Coa7 L5
Coa7 L5
Coa7 L7

Sh7 L2

Sh7 L5

Sh7 L6

2.4) CSQ
Cirurgia Lote

Coa7 L5

Coa7 L5

Coa7 L6
Sh7 L6
Sh7 L6

ID Rato

W =2 OOOWON-_2 W

ID Rato

AW WN =

Transcrigao

T2
T1
T1
T3
T1
T2
T4
T1

B-actina
(pixel?)
12061
2000
9332
6280
2555
15705
4551
2098

Transcrigao

T3
T3
T1
T1
T1

Serca2a
(pixel?)
11430
8369
11145
6171
4286
12100
4326
1112

B-actina

(pixel?)
23343
18241
5661
12662
4967

PLB
(pixel?)
14447
5189
14721
6460
4081
16150
13904
8070

csQ
(pixel?)
32741
25653
20384
16437

9579

Serca2a/PLB

0.791168
1.612835
0.757082
0.955263
1.050233
0.749226
0.311134
0.137794

CSQ/ p-actina

1.402605
1.406337
3.600777
1.298136
1.928528
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2.5)RYR,
Cirurgia Lote ID Rato Transcrigao B-actina RyR, RyR,/B-actina
(pixel?) (pixel®)

Coa7 L2 1 T2 12061 12580 1.043031

Coa7 L2 3 T2 9713 8717 0.897457

Coa7 L5 1 T1 2000 10978 5.489

Coa7 L5 1 T1 9332 15486 1.659451

Coa7 L5 2 T3 6280 9827 1.564809
Sh7 L2 4 T2 15705 15442 0.983254
Sh7 L5 1 T4 4551 8753 1.923313

2.6) NCX
Cirurgia Lote ID Rato Transcrigdo B-actina NCX NCX/B-actina
(pixel?) (pixel®)

Coa7 L2 3 T2 12061 12317 1.021225

Coa7 L5 1 T3 23343 32397 1.387868

Coa7 L5 2 T3 6280 9226 1.469108

Coa7 L7 4 T1 1957 5087 2.599387

Coa7 L7 5 T1 2555 5663 2.216438

Coa7 L7 6 T1 1608 2246 1.396766
Sh7 L2 4 T2 15705 12913 0.822222
Sh7 L7 5 T1 2224 2666 1.198741
Sh7 L7 6 T1 2451 1676 0.683803
Sh7 L7 7 T1 1651 2644 1.601454
Sh7 L7 8 T1 3152 1841 0.584074
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3) EXPERIMENTOS COM MIOCITOS — VARIAVEIS EM COMUM

Grupo

Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

Sh2

ID Rato

01-10-19.
01-10-19.
01-10-19.
01-10-19.
01-11-28.
02-01-25.
02-02-22.
02-03-08.
02-03-08.
02-03-08.
02-03-08.
02-03-08.
02-04-26.
02-04-26.
02-05-24.
02-09-04.
02-09-04.
02-12-05.
03-01-08.
02-01-30.
02-01-30.
02-01-30.
02-01-31.
02-01-31.
02-01-31.
02-01-31.
02-01-31.
02-01-31.
02-03-13.
02-03-13.
02-05-03.
02-08-27.
02-10-29.
02-10-29.
03-01-16.
01-11-09.
01-11-09.
01-11-09.
01-11-09.
01-12-05.
01-12-05.
01-12-05.
01-12-05.
01-12-05.
02-04-03.

ID Cel.

N =200 WONOGD_ANOOWN

—_
*

-
N O

N © O

Lo

(jum)

90
118
115
105
140
100
100

85

85

90

85
120
110

85

90

90

95

50
120

88
135
110
105
100
110
100
100

90

90

90
100
105
120

85
110
110
130

90
100
100

95

96
110

90
100

Largura
(nm)

20
35
20
30
28
25
25
20
20
30
18
30
20
25
30
25
22
17
20
28
25
30
25
25
30
22
26
20
20
25
32
31
25
40
30
38
18
35
25
20
20
20
20
20
25

Tw

(% Lo)

11.56
13.9
9.04
8.38
9.14
58
6.8
15.06
14.35
6.67
12
7.33
14
14.82
5.55
3.11
16
13.2
12.5
6.82
8.59
1.64
8.57
12
8.18
7.4
12.8
4
11.11
6.89
20
11.42
12.66
5.76
12
21.82
11.54
13.56
11.8
6.8
10.95
5.21
16.73
7.33
16

Caf00
(%Lo)

26.67
28.81
34.78
36.95
20.57
10
29.2
53.18
51.76
19.11
37.65
19.67
27.64
42.35
54.66
25.55
36.63
32
29
26.36
18.37
8.73
22.86
18
11.63
256
20.8
20.89
28.89
22.22
43.2
27.8
21.33
15.29
34.54
35.64
35.68
32.89
29.2
39.2
14.95
23.54
32.76
28
38

tiatw (5)

0.16
0.14
0.18
0.22
0.14
0.41
0.25
0.23
0.24
0.36
0.20
0.15
0.20
0.23
0.25
0.14
0.17
0.18
0.16
0.36
0.34
0.24
0.29
0.44
0.35
0.23
0.23
0.54
0.15
0.20
0.17
0.17
0.15
0.16
0.20
0.20
0.15
0.22
0.24
0.15
0.18
0.16
0.23
0.19
0.27
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Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa7
Coa7
Coa7
Sh2
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7

02-05-16.
02-10-16.
02-12-18.
02-12-18.
01-11-13.
01-11-13.
01-11-13.
01-11-13.
01-11-13.
02-02-26.
02-05-28.
02-05-29.
02-05-29.
02-10-15.
02-10-23.
02-12-10.
02-09-04.
02-09-25.
03-02-06.
03-02-06.
03-02-06.
02-08-27.
02-08-27.
02-08-27.
02-08-27.
02-10-29.
03-01-23.
03-01-23.
02-10-16.
02-10-16.
02-10-30.
02-12-18.
02-12-18.
03-01-29.
03-01-29.
03-02-06.
03-02-06.
03-02-13.
03-02-13.
02-10-29.
02-10-29.
03-01-16.
03-01-29.
03-01-30.
03-01-30.
03-02-12.
03-02-21.
03-02-21.
03-02-21.

O
* ok

A wWwDNO~NOAOBRN-~OGODN

[6)
* ok

NO ONWNWNONWMNN-_LPRAE 2W_2AWOAaONPARW_2O0O00 WO OWDNDNDNDN

75
70
105
90
128
100
100
120
100
100
85
105
105
110
105
90
90
120
90
80
92
105
100
70
70
105
115
115
135
80
120
85
100
80
100
110
90
98
110
85
90
90
90
90
100
120
110
100
75

24
28
30
30
28
22
30
25
24
25
25
23
23

30
30
25
15
25
30
25
28
29
28
30
35
25
25
28
28
35
18
20
30
20
20
20
15
30
40
30
30
25
30
20
20
20
24
30

16 72.53
18.85 47.42
17.52381 19.04762
1777778 24.88889
14.38 25.63
13.2 424
9.4 23.6
10.33 27
124 23.6
5.8 21
14.58 35.76
10.66 25.71
6.28 32.38
8.36 30.18
7.61 28.57
10.22 25.77
3.1 25.55
3.33 25
13.33 19.8
10.9 43.75
5.7 27.82
7.8 15.61
15.2 15.2
8.57 23.14
8.85 15.42
13.33 25.14
3.23 16
12.86 20.86
8.14 31.4
8.75 16
5.33 21
9.411765 27.05
11 216
18.25 32.75
8.4 25
15.63 39
4.9 17.8
19.18 31.02
11.09 37.09

12

37.77

9.33 28.44
11 34.66

10.66 42.66
7.2 21.6

10 33.33

7.14 20.51
13.92 23.99
5.6 27.37

0.19
0.19
0.17
0.19
0.16
0.19
0.16
0.14
0.17
0.14
0.21
0.23
0.16
0.16
0.14
0.17
0.14
0.33
0.18
0.20
0.28
0.21
0.19
0.21
0.34
0.21
0.22
0.23
0.15
0.21
0.17
0.15
0.13
0.14
0.13
0.24
0.14
0.22
0.17

0.21
0.13
0.16
0.17
0.16
0.14
0.19
0.18
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* L, comprimento do mi6cito em repouso (em pm)

* Tw (% L,): amplitude de contracdo evocada por estimulacdo elétrica, expressa como percentual do comprimento
de repouso.

+  Caf00 (% L,): amplitude da contratura evocada por cafeina em Tyrode 0Na’/0Ca®", expressa como percentual do
comprimento de repouso.

*  tia1w(8): tempo para 50% de relaxamento a partir do pico da contragdo Tw (expresso em segundos).

* Dado comum aos experimentos de ‘Participacdo Relativa’ e ‘Resposta ao [Ca™],’.

bl

** Dado comum aos experimentos de ‘Participacdo Relativa’, ‘Resposta ao [Ca*?],” e ‘Perda diastélica de célcio’.
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4) EXPERIMENTOS COM MIOCITOS —

PARTICIPACAO RELATIVA DOS TRANSPORTADORES DE Ca** NO RELAXAMENTO DE MIOCITOS

VALORES DE ‘t;;;” CORRIGIDOS POR O

Dados Isolados Dados Isolados
corrigidos por ‘o’
ID tiztw  tizcamnt  ticaro PRrs  PRnex  PRientos | tiztw  tizcant tizcairo PRrs PRnex  PRientos
GRUPO IDRATO CEL. (s) (fas) (S)  (fas) (S) (%) (%) (%) (s) (fas) (S)  (fas) (S) (%) (%) (%)
Coa2 01-10-19. 2 0.16 1.00 442 84.00 12.38 3.62 0.15 1.17 3.58 86.80 8.88 4.32
Coa? 01-10-19. 6 0.18 1.20 5.05 85.00 11.44 3.56 0.17 1.41 4.09 87.63 8.12 4.25
Coa2 01-10-19. 7 022 1.66 6.20 86.75 9.70 3.55 0.21 1.94 5.02 89.07 6.70 4.23
Coa? 02-01-25. 6 041 1.10 9.50 62.73 32.96 4.32 0.40 1.29 7.69 69.26 25.60 5.15
Coa2 02-02-22. 2 025 1.00 3.40 75.00 17.65 7.35 0.24 1.17 2.75 79.38 11.85 8.77
Coa? 02-03-08. 3 023 3.00 8.27 92.33 4.89 2.78 0.22 3.51 6.70 93.68 3.01 3.32
Coa2 02-03-08. 4 024 1.50 11.52 84.00 13.92 2.08 0.23 1.76 9.33 86.80 10.71 2.49
Coa? 02-03-08. 4 0.36 1.08 8.20 66.67 28.94 4.39 0.35 1.26 6.64 72.51 22.26 5.24
Coa2 02-03-08. 5 0.20 1.22 5.40 83.61 12.69 3.70 0.19 1.43 4.37 86.48 9.10 4.42
Coa? 02-03-08. 6 0.15 1.40 7.00 89.29 8.57 2.14 0.14 1.64 5.67 91.16 6.28 2.56
Coa2 02-04-26. 1 0.20 2.44 10.96 91.64 6.50 1.86 0.20 2.86 8.87 93.10 4.67 2.22
Coa? 02-04-26. 2 023 1.83 15.67 87.43 11.10 1.47 0.22 2.14 12.69 89.63 8.62 1.75
Coa2 02-05-24. 1 0.25 1.78 5.22 85.96 9.26 4.79 0.24 2.08 4.23 88.42 5.87 5.71
Coa? 02-09-04. 2* 0.14 0.80 418 82.50 14.15 3.35 0.14 0.94 3.39 85.57 10.44 4.00
Coa2 02-09-04. 3*  0.17 1.20 6.00 85.83 11.33 2.83 0.16 1.41 4.86 88.31 8.31 3.38
Coa7 02-01-30. 1 0.36 0.90 9.80 60.00 36.33 3.67 0.35 1.05 7.94 67.01 28.61 4.38
Coa7 02-01-30. 3 034 1.08 4.40 68.52 23.75 7.73 0.33 1.26 3.56 74.03 16.75 9.22
Coa7 02-01-30. 4 0.23 1.62 7.33 85.80 11.06 3.14 0.22 1.90 5.94 88.29 7.97 3.74
Coa7 02-01-31. 10 0.29 1.50 8.10 80.67 15.75 3.58 0.28 1.76 6.56 84.05 11.68 4.27
Coa7 02-01-31. 6 0.23 1.53 3.00 84.97 7.37 7.67 0.22 1.79 2.43 87.60 3.25 9.15
Coa7 02-01-31. 7 054 2.00 10.90 73.00 22.05 4.95 0.52 2.34 8.83 77.73 16.36 5.91
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Coa7  02-03-13. 2 015 1.80 5.95 91.67 5.81 2.52 0.14 2.11 4.82 93.13 3.87 3.01
Coa7  02-03-13. 8 0.20 1.53 7.10 86.93 10.25 2.82 0.19 1.79 5.75 89.22 7.42 3.36
Coa7  02-05-03. 3 0417 1.00 12.50 83.00 15.64 1.36 0.16 1.17 10.12 85.98 12.40 1.62
Coa7  02-08-27. 2* 017 1.55 7.12 89.03 8.58 2.39 0.16 1.82 5.77 90.95 6.20 2.85
Sh2 01-11-09. 2 020 0.80 2.90 75.00 18.10 6.90 0.19 0.94 2.35 79.38 12.39 8.23
Sh2 01-11-09. 7 022 1.53 18.00 85.62 13.16 1.22 0.21 1.79 14.58 88.14 10.40 1.46
Sh2 01-11-09. 8 020 0.74 2.50 72.97 19.03 8.00 0.19 0.87 2.02 77.71 12.75 9.54
Sh2 01-12-05. 1 015 0.84 4.00 82.14 14.11 3.75 0.14 0.98 3.24 85.27 10.26 4.47
Sh2 01-12-05. 10 0.18 1.10 5.20 83.64 12.90 3.46 0.17 1.29 4.21 86.50 9.37 413
Sh2 01-12-05. 12 0.16 0.32 0.72 50.00 27.78 22.22 0.15 0.37 0.58 58.76 14.73 26.51
Sh2 01-12-05. 6 023 2.00 9.00 88.50 8.94 2.56 0.22 2.34 7.29 90.51 6.44 3.05
Sh2 01-12-05. 9 0.19 1.65 6.33 88.48 8.51 3.00 0.18 1.93 5.13 90.50 5.92 3.58
Sh2 02-04-03. 2 027 1.53 5.00 82.35 12.25 5.40 0.26 1.79 4.05 85.44 8.11 6.44
Sh2 02-05-16. 6* 0.19 1.26 4.40 84.92 10.76 4.32 0.18 1.48 3.56 87.56 7.29 5.15
Sh2 02-05-23. 3* 0.18 1.50 6.40 88.00 9.19 2.81 0.17 1.76 5.18 90.10 6.54 3.36
Sh2 02-12-18. 2 0417 0.82 4.83 79.27 17.21 3.52 0.16 0.96 3.91 82.90 12.90 4.20
Sh7 01-11-13. 1 0.16 0.86 2.00 81.40 10.60 8.00 0.15 1.01 1.62 84.65 5.80 9.54
Sh7 01-11-13. 7 017 0.90 8.60 81.11 16.91 1.98 0.16 1.05 6.96 84.42 13.22 2.36
Sh7 02-05-28. 2 021 1.62 9.00 87.05 10.62 2.33 0.20 1.90 7.29 89.31 7.90 2.78
Sh7 02-05-29. 3 028 1.10 7.72 79.09 17.93 2.98 0.22 1.29 6.25 82.75 13.69 3.55
Sh7 02-05-29. 4 0.16 1.20 7.78 86.67 11.28 2.06 0.15 1.41 6.30 89.00 8.54 2.45
Sh7 02-10-15. 4*  0.16 1.20 7.30 86.67 11.14 2.19 0.15 1.41 5.91 89.00 8.38 2.61
Sh7 02-10-23. 5* 0.14 1.40 4.00 90.00 6.50 3.50 0.14 1.64 3.24 91.75 4.07 4.18
Sh7 02-12-10. 2 0417 1.22 6.02 86.07 11.11 2.82 0.16 1.43 4.88 88.51 8.13 3.37
Sh7 02-12-10. 4 0.22 0.80 4.00 7250  22.00 5.50 0.21 0.94 3.24 77.32 16.12 6.56

* Dados utilizados nos Protocolos de ‘Participagdo Relativa’ e ‘Resposta ao [Ca],’

Nota: os valores de ‘o’ usados na corre¢do dos t1/2 foram:

ATw AcafNT (cafoo
0.9661 1.1712 0.8098
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5) EXPERIMENTOS COM MIOCITOS — RESPOSTA A VARIACAO DA [Ca™],

Grupo ID Rato ID Lo Largura [Ca], Lattw ttptw Tw tiprw TwNocl Wave pptw Pptwpere Caf00 Caf00Nocl

Cel (pm) (pm) (mM) (ms) () (%Lo () (m) (% Lo) %Tw (% Lo)
mesma [Calo)
Coa2 02-05-24. 1 90 30 0.5 50 0.46 0.84 0.32 15.14 3 20.22 2307.14 33.33 60.98
Coa2 02-05-24. 1 90 30 1 76 0.32 555 0.25 100.00 0 16.88 204.14 54.66 100.00
Coa2 02-05-24. 1 90 30 2 60 0.35 13.33 0.24 240.18 26 12.88 -3.38 56.00 102.45
Coa2 02-09-04. 2 90 25 0.5 0.28 1.77 0.28 56.91 2 1244 602.82 25.33 99.14
Coa2 02-09-04. 2 90 25 1 48 0.33 311 0.14 100.00 0 21.77 600.00 25.55 100.00
Coa2 02-09-04. 2 90 25 2 84 0.28 5.00 0.21 160.77 3 1222 144.40 25.55 100.00
Coa2  02-09-25. 2 120 15 0.5 50 0.43 2.00 0.31 60.06 3 3.00 50.00 18.33 73.32
Coa2  02-09-25. 2 120 15 1 70 0.46 3.33 0.33 100.00 1 19.66 490.39 25.00 100.00
Coa2  02-09-25. 2 120 15 2 70 0.49 5.00 0.26 150.15 15  19.20 284.00 27.33 109.32
Coa2  02-09-25. 7 105 25 0.5 60 0.40 6.10 0.30 54.32 6 8.00 31.15 35.04 87.60
Coa2  02-09-25. 7 105 25 1 80 0.41 11.23 0.28 100.00 5 16.00 4248 40.00 100.00
Coa2  02-09-25. 7 105 25 2 70 0.40 8.70 0.29 77.47 30 4.60 -47.13 40.00 100.00
Coa2 02-12-05. 1 90 20 0.5 36 0.28 2.11  0.19 19.18 0 2.22 5.21 7.11 22.85
Coa2 02-12-05. 1 90 20 1 56 0.27 11.00 0.22 100.00 12 15.11 37.36  31.11 100.00
Coa2  02-12-05. 1 90 20 2 52 0.28 11.44 0.18 104.00 1 19.55 70.89 17.77 57.12
Coa2 02-12-05. 2 50 17 0.5 68 0.30 9.60 0.16 72.73 0 15.60 62.50 27.20 85.00
Coa2 02-12-05. 2 50 17 1 44 0.32 13.20 0.18 100.00 0 20.80 57.58 32.00 100.00
Coa2 02-12-05. 2 50 17 2 73 0.29 13.60 0.17 103.03 0 23.20 70.59 43.20 135.00
Coa2 03-01-08. 1 120 20 0.5 68 0.23 533 0.20 42.64 0 11.33 112.57 19.00 65.52
Coa2 03-01-08. 1 120 20 1 56 0.28 12.50 0.16 100.00 0 18.33 46.64 29.00 100.00
Coa2 03-01-08. 1 120 20 2 64 0.28 9.00 0.22 72.00 4 16.33 81.44 28.66 98.83
Coa2 03-02-06. 3 90 25 0.5 70 0.23 8.88 0.20 66.62 0 15.11 70.16 20.44 103.23
Coa2 03-02-06. 3 90 25 1 60 0.24 13.33 0.18 100.00 8 12.44 -6.68 19.80 100.00
Coa2 03-02-06. 3 90 25 2 0.28 16.88 0.19 126.63 14 15.55 -7.88 2222 112.22
Coa2 03-02-06. 5 80 30 0.5 76 0.29 7.00 0.20 64.22 2 14.00 100.00 37.50 85.71
Coa2 03-02-06. 5 80 30 1 66 0.33 10.90 0.20 100.00 5 16.00 46.79 43.75 100.00
Coa2 03-02-06. 5 80 30 2 52 0.30 10.00 0.21 91.74 8 10.75 750 42.00 96.00
Coa2 03-02-06. 6 92 25 0.5 60 0.40 1.84 0.34 32.28 0 6.90 275.00 21.73 78.11
Coa2 03-02-06. 6 92 25 1 54 0.41 570 0.28 100.00 5 14.34 151.568 27.82 100.00
Coa2 03-02-06. 6 92 25 2 48 0.34 9.13 0.29 160.18 18 9.34 2.30 30.43 109.38
Coa2 03-02-06. 7 95 25 0.5 84 0.24 7.68 0.20 69.50 4 10.10 3151 23.15 115.75
Coa2 03-02-06. 7 95 25 1 56 0.28 11.05 0.25 100.00 7 9.26 -16.20 20.00 100.00
Coa2 03-02-06. 7 95 25 2 64 0.26 11.78 0.19 106.61 20 19.00 61.29 33.68 168.40
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Coa7  02-08-27. 3 105 0.5 80 0.27 490 0.16 62.82 0 7.61 55.31 13.71 87.83
Coa7  02-08-27. 3 105 28 1 96 0.29 7.80 0.21 100.00 2 10.28 31.79 15.61 100.00
Coa7  02-08-27. 3 105 2 68 0.20 7.60 0.20 97.44 2 10.28 35.26 10.28 65.86
Coa7  02-08-27. 6 100 0.5 72 0.19 430 017 28.29 3 16.40 281.40 19.40 127.63
Coa7  02-08-27. 6 100 29 1 52 0.24 15.20 0.19 100.00 3 21.60 4211 15.20 100.00
Coa7  02-08-27. 6 100 2 44 0.26 1440 0.16 94.74 13  15.20 556 33.60 221.05
Coa7  02-08-27. 8 70 0.5 0.31 1.14 0.23 13.30 0 8.00 601.75 8.85 38.25
Coa7  02-08-27. 8 70 28 1 58 0.29 8.57 0.21 100.00 13 4.57 -46.67 23.14 100.00
Coa7  02-08-27. 8 70 2 68 0.26 742 0.23 86.58 5 10.57 4245 17.14 74.07
Coa7  02-08-27. 9 70 0.5 0.54 342 044 38.64 0 6.00 75.44 12.28 79.64
Coa7  02-08-27. 9 70 30 1 60 0.41 8.85 0.34 100.00 0 1457 64.63 1542 100.00
Coa7  02-08-27. 9 70 2 60 0.43 9.71 0.28 109.72 5 7.57 -22.04 17.71 114.85
Coa7  02-10-29. 1 105 35 0.5 52 0.28 285 0.27 21.38 1 16.19 468.07 31.61 125.74
Coa7  02-10-29. 1 105 35 1 56 0.32 13.33 0.21 100.00 0 18.66 39.99 25.14 100.00
Coa7  02-10-29. 1 105 35 2 56 0.27 15.81  0.17 118.60 7 17.14 8.41 32.00 127.29
Coa7  02-10-29. 2 105 0.5 48 0.42 5.04 0.31 55.14 6 1257 149.40 29.33 113.24
Coa7  02-10-29. 2 105 30 1 74 0.38 9.14 0.32 100.00 8 14.47 58.32 25.90 100.00
Coa7  02-10-29. 2 105 2 72 0.32 1142 0.26 124.95 23  14.09 23.38 25.52 98.53
Coa7  02-10-29. 5 120 25 0.5 72 0.31 3.25 0.19 25.67 0 21.00 546.15 15.33 71.87
Coa7  02-10-29. 5 120 25 1 56 0.24 1266 0.19 100.00 4 18.33 4479 21.33 100.00
Coa7  02-10-29. 5 120 25 2 56 0.25 1466 0.15 115.80 5 19.66 3411 20.33 95.31
Coa7  02-10-29. 6 85 40 0.5 42 0.25 258 0.17 44.79 0 11.05 328.29 15.52 101.50
Coa7  02-10-29. 6 85 40 1 60 0.26 576 0.17 100.00 1 11.76 104.17 15.29 100.00
Coa7  02-10-29. 6 85 40 2 66 0.30 10.35 0.25 179.69 5 10.35 0.00 14.11 92.28
Coa7  03-01-16. 4 80 20 0.5 52 0.33 6.50 0.31 68.42 6 11.75 80.77 19.75 59.85
Coa7  03-01-16. 4 80 20 1 60 0.39 9.50 0.23 100.00 7 1275 34.21 33.00 100.00
Coa7  03-01-16. 4 80 20 2 60 0.30 10.50 0.24 110.53 20 33.00 100.00
Coa7  03-01-23. 2 105 20 0.5 38 0.17 1.71 0.16 39.04 0 19.61 1046.78 31.61 73.51
Coa7  03-01-23. 2 105 30 1 50 0.18 438 0.15 100.00 0 2514 473.97 43.00 100.00
Coa7  03-01-23. 2 105 20 2 48 0.26 1752 0.12 400.00 5 2247 28.25 48.00 111.63
Coa7  03-01-23. 3a 115 20 0.5 44 0.26 1.47 0.25 45.51 5 4.86 230.61 10.43 65.19
Coa7  03-01-23. 3a 115 25 1 40 0.26 3.23 0.22 100.00 5 8.88 17492 16.00 100.00
Coa7  03-01-23. 3a 115 20 2 52 0.31 6.60 0.21 204.33 13 6.08 -7.88 13.04 81.50
Coa7  03-01-23. 4 115 20 0.5 50 0.22 7.80 0.16 60.65 0 12.86 64.87 20.00 95.88
Coa7 03-01-23. 4 115 25 1 62 0.27 12.86 0.23 100.00 10 12.86 0.00 20.86 100.00
Coa7 03-01-23. 4 115 20 2 52 0.26 13.56 0.21 105.44 17  12.86 -5.16  29.56 141.71
Sh2 02-05-23. 3* 110 25 0.5 64 0.26 8.00 0.15 125.79 5 1220 52.50 29.54 118.16
Sh2 02-05-23. 3* 110 25 1 60 0.31 6.36 0.18 100.00 9 14.90 134.28 25.00 100.00
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Sh2 02-05-23. 3* 110 25 2 72 0.26 9.63 0.15 151.42 10 12.54 30.22 30.18 120.72
Sh2 02-10-16. 2 135 28 0.5 48 0.30 281 0.17 34.52 0 1333 374.38 25.18 80.19
Sh2 02-10-16. 2 135 28 1 50 0.23 8.14 0.15 100.00 0 21.92 169.29 31.40 100.00
Sh2 02-10-16. 2 135 28 2 50 0.30 19.85 0.24 243.86 1 2133 746 44.00 140.13
Sh2 02-10-16. 4~ 70 28 0.5 68 0.22 12.57 0.16 66.68 0 24.00 90.93 40.57 85.55
Sh2 02-10-16. 4~ 70 28 1 72 0.28 18.85 0.19 100.00 0 18.28 -3.02 47.42 100.00
Sh2 02-10-16. 4~ 70 28 2 44 0.24 2571 0.18 136.39 11 22.28 -13.34 5942 125.31
Sh2 02-10-16. 5 80 28 0.5 68 0.25 412 0.19 47.09 0 9.00 118.45 10.00 62.50
Sh2 02-10-16. 5 80 28 1 56 0.27 8.75 0.21 100.00 4 8.75 0.00 16.00 100.00
Sh2 02-10-16. 5 80 28 2 80 0.23 7.00 0.20 80.00 1 9.00 28.57 18.75 117.19
Sh2 02-10-30. 1 110 35 0.5 80 0.26 2.09 0.13 52.25 0 10.90 421.53 46.36 105.36
Sh2 02-10-30. 1 110 35 1 68 0.26 4.00 0.21 100.00 0 17.81 345.25 44.00 100.00
Sh2 02-10-30. 1 110 35 2 51 0.26 1290 0.13 322.50 4 21.81 69.07 49.09 111.57
Sh2 02-10-30. 3 120 35 0.5 72 0.26 3.16 0.16 59.29 0 15.88 402.53 19.66 93.62
Sh2 02-10-30. 3 120 35 1 64 0.27 533 0.17 100.00 1 10.50 97.00 21.00 100.00
Sh2 02-10-30. 3 120 35 2 48 0.26 12.66 0.17 237.52 6 17.33 36.89 23.00 109.52
Sh2 02-12-18. 1 85 18 0.5 48 0.24 294 0.22 31.25 0 21.20 620.80 25.41 93.94
Sh2 02-12-18. 1 85 18 1 58 0.27 941 0.15 100.00 0 19.29 105.00 27.05 100.00
Sh2 02-12-18. 1 85 18 2 62 0.26 17.65 0.15 187.50 0 2494 4133 3294 121.77
Sh2 02-12-18. 3 100 20 0.5 68 0.22 460 0.16 41.82 0 22.00 378.26 22.00 101.85
Sh2 02-12-18. 3 100 20 1 60 0.25 11.00 0.13 100.00 0 19.60 78.18 21.60 100.00
Sh2 02-12-18. 3 100 20 2 56 0.26 18.00 0.14 163.64 0 2560 4222 21.20 98.15
Sh2 03-01-29. 1 80 30 0.5 76 0.32 14.75 0.16 80.82 0 23.00 55.93 31.50 96.18
Sh2 03-01-29. 1 80 30 1 60 0.30 18.25 0.14 100.00 0 21.50 17.81  32.75 100.00
Sh2 03-01-29. 1 80 30 2 48 0.33 22.00 0.14 120.55 0 25.00 13.64 35.00 106.87
Sh2 03-01-29. 4 100 20 0.5 64 0.19 7.00 0.15 83.33 0 18.00 157.14 16.40 65.60
Sh2 03-01-29. 4 100 20 1 94 0.18 840 0.13 100.00 0 18.80 123.81 25.00 100.00
Sh2 03-01-29. 4 100 20 2 36 0.24 1040 0.18 123.81 4 10.00 -3.85 18.20 72.80
Sh2 03-01-29. 5 80 20 0.5 58 0.16 3.25 0.12 86.67 0 9.00 176.92 10.00 58.82
Sh2 03-01-29. 5 80 20 1 64 0.19 3.75 0.15 100.00 0 7.50 100.00 17.00 100.00
Sh2 03-01-29. 5 80 20 2 52 0.16 7.00 0.13 186.67 4 9.00 28.57 14.50 85.29
Sh7 02-05-28. 2 85 25 0.5 92 0.33 3.76 0.20 25.79 6 8.00 112.77 31.52 88.14
Sh7 02-05-28. 2 85 25 1 72 0.33 1458 0.20 100.00 10 2212 51.71 35.76 100.00
Sh7 02-05-28. 2 85 25 2 52 0.30 13.64 0.19 93.55 20 61.64 172.37
Sh7 02-05-29. 3a 105 23 0.5 80 0.29 3.61 0.19 33.86 0 10.67 195.57 20.95 81.49
Sh7 02-05-29. 3a 105 23 1 96 0.38 10.66 0.21 100.00 0 1219 1435 25.71 100.00
Sh7 02-05-29. 3a 105 23 2 68 0.35 12.76  0.19 119.70 0 15.62 2241 2895 112.60
Sh7 02-05-29. 4 105 23 0.5 96 0.26 343 021 54.62 0 2228 549.56 17.40 53.74
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Sh7 02-05-29. 4 105 23 1 58 0.30 6.28 0.16 100.00 0 2743 336.78 32.38 100.00
Sh7 02-05-29. 4 105 23 2 68 0.34 2133 0.21 339.65 5 2247 534 27.80 85.86
Sh7 02-08-16. 2 110 24 0.5 76 0.29 290 0.20 46.93 0 17.27 495.52 22.72 105.04
Sh7 02-08-16. 2 110 24 1 76 0.24 6.18 0.16 100.00 1 18.18 19417 21.63 100.00
Sh7 02-08-16. 2 110 24 2 68 0.27 8.18 0.15 132.36 5 10.54 28.85 23.63 109.25
Sh7 02-09-20. 5 110 20 0.5 60 0.22 3.09 0.17 24.29 0 11.63 276.38 27.63 104.82
Sh7 02-09-20. 5 110 20 1 64 0.24 1272 0.16 100.00 0 28.00 120.13 26.36 100.00
Sh7 02-09-20. 5 110 20 2 48 0.25 20.36 0.15 160.06 2 2945 4465 30.54 115.86
Sh7 02-09-20. 6 90 30 0.5 100 0.32 588 0.25 50.91 1 16.00 17211 19.33 63.50
Sh7 02-09-20. 6 90 30 1 100 0.30 11.55 0.21 100.00 2 16.00 38.53 30.44 100.00
Sh7 02-09-20. 6 90 30 2 88 0.34 12.66 0.21 109.61 1 1933 52.69 39.55 129.93
Sh7 02-09-20. 7 100 20 0.5 80 0.13 2.80 0.13 42.42 0 12.60 350.00 32.00 100.63
Sh7 02-09-20. 7 100 20 1 64 0.22 6.60 0.13 100.00 0 20.60 21212 31.80 100.00
Sh7 02-09-20. 7 100 20 2 72 0.24 12.00 0.17 181.82 4 17.20 43.33 36.00 113.21
Sh7 02-10-15. 3 115 0.5 86 0.36 347 0.29 55.43 0 6.95 100.29 21.04 85.22
Sh7 02-10-15. 3 115 1 60 0.37 6.26 0.28 100.00 1 5.91 -5.59 24.69 100.00
Sh7 02-10-15. 3 115 2 60 0.46 434 0.40 69.33 7 5.21 20.05 24.69 100.00
Sh7 02-10-15. 4~ 110 0.5 60 0.27 1.81 0.18 21.65 0 16.00 783.98 22.18 73.49
Sh7 02-10-15. 4~ 110 1 88 0.24 8.36 0.16 100.00 2 10.72 28.23 30.18 100.00
Sh7 02-10-15. 4~ 110 2 72 0.29 18.18 0.18 217.46 6 21.09 16.01  31.63 104.80
Sh7 02-10-15. 5 110 0.5 78 0.29 1.81 0.22 19.53 0 6.00 23149 13.09 40.01
Sh7 02-10-15. 5 110 1 56 0.30 9.27 0.18 100.00 1 9.45 1.94 32.72 100.00
Sh7 02-10-15. 5 110 2 44 0.29 6.36 0.21 68.61 2 7.63 19.97 24.00 73.35
Sh7 02-10-23. 5* 105 30 0.5 36 0.20 1.90 0.15 2497 0 13.90 631.58 24.38 85.33
Sh7 02-10-23. 5* 105 30 1 60 0.20 761 0.14 100.00 0 20.95 175.30 28.57 100.00
Sh7 02-10-23. 5* 105 30 2 52 0.24 1295 0.15 170.17 9 1142 -11.81  25.90 90.65
Sh7 02-10-23. 6 100 18 0.5 68 0.22 560 0.15 65.12 0 15.60 178.57 21.60 79.41
Sh7 02-10-23. 6 100 18 1 60 0.23 8.60 0.14 100.00 1 15.40 79.07 27.20 100.00
Sh7 02-10-23. 6 100 18 2 58 0.24 10.80 0.15 125.58 0 15.20 40.74 30.00 110.29
Sh7 02-12-10. 2 90 30 0.5 72 0.29 511 0.18 50.00 7 9.11 78.28 22.88 88.79
Sh7 02-12-10. 2 90 30 1 52 0.32 10.22 0.17 100.00 0 1355 32.58 25.77 100.00
Sh7 02-12-10. 2 90 30 2 0.34 13.33 0.19 130.43 11 12.88 -3.38  26.22 101.75
Sh7 03-01-30. 1 120 20 0.5 68 0.24 9.10 0.14 78.04 0 18.16 99.56 38.00 105.56
Sh7 03-01-30. 1 120 20 1 62 0.24 11.66 0.15 100.00 0 15.66 34.31 36.00 100.00
Sh7 03-01-30. 1 120 20 2 30 0.28 2133 0.18 182.93 4 2133 0.00 41.00 113.89
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NOTAS:

* midcito usado também usado para outros protocolos experimentais.

« [Ca],(mM): Concentragio de Ca2+ extracelular ([Ca’'],, mM).

e L, comprimento do mi6cito em repouso (em pm)

* LatTw: laténcia da resposta contratil evocada por estimulacdo elétrica (Tw), periodo compreendido entre o inicio da estimulacdo e o inicio da resposta
contratil (expresso em ‘ms’).

* ttpTw: tempo para o pico do Tw, periodo compreendido entre o inicio da resposta contratil e o pico da mesma (expresso em ‘s’)

*  Tw (% L,): amplitude de contragdo evocada por estimulacdo elétrica, expressa como percentual do comprimento de repouso.

*  tiarw(8): tempo para 50% de relaxamento a partir do pico da contragdo Tw (expresso em segundos).

«  TwNocl (% ALTw em resposta a [Ca*"],=ImM): amplitude de contra¢io evocada por estimulagio elétrica, expressa como percentual do comprimento de
repouso.

*  Wave (n): freqiiéncia de contragdes espontaneas durante pausa de um minuto (expressa pelo numero de contragdes neste periodo)

*  ppTw (% L,): Amplitude do Tw pds-pausa (expresso como percentual do comprimento do miocito em repouso, % L,).

*  ppTWperc (% TW mesma [cazt1o): Amplitude do Tw pos-pausa, expresso como percentual da amplitude do Tw obtido na mesma [Ca®T,.

«  Caf00 (% L,): amplitude da contratura evocada por cafeina em Tyrode ONa“/0Ca*", expressa como percentual do comprimento de repouso.

+  Caf00Nocl (% Caf00 em resposta a [Ca*"],=ImM): amplitude da contratura evocada por cafeina em Tyrode ONa"/0Ca*", expressa como percentual do da
contratura obtida na presenga de [Ca*"],=1mM.

* Asvariaveis TwNocl, Caf00Nocl foram expressas respectivamente como percentual da resposta Tw ou Caf00 observada para [Ca],=1mM.
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6) EXPERIMENTOS COM MIOCITOS —

PERDA DE Ca+2 DURANTE A DIASTOLE

Grupo

Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa2
CoaZ2
CoaZ2
Coa2
Coa2
Coa2
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Coa7
Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Sh2
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7
Sh7

ID Rato

02-12-05.
03-01-08.
03-02-06.
03-02-06.
03-02-06.
03-02-06.
03-02-06.
03-02-06.
03-02-13.
03-02-13.
02-10-29.
02-10-29.
02-10-29.
03-01-16.
03-01-16.
03-01-16.
03-01-23.
03-01-23.
03-01-23.
02-10-30.
02-10-30.
02-12-18.
02-12-18.
02-12-18.
02-12-18.
03-01-29.
03-01-29.
03-01-29.
03-01-29.
02-12-10.
03-01-30.
03-01-30.
03-01-30.
03-02-12.
03-02-21.
03-02-21.
03-02-21.

ID Cel

NOTNWN NIRRT WN 22PN RANIVIDWN N TWN 2 = o

Lo
(pm)

90
120
110

90

90

80

92

95

98
110

85

85

90

90

80
110
105
115
115
110
110

85
105
100

90

80

90
100

80

90
120

90
100
120
110
100

75

Largura
(nm)

20
20
20
20
25
30
25
25
15
30
40
40
30
30
20
30
30
25
25
35
35
18
30
20
30
30
25
20
20
30
20
30
20
20
20
24
30

Caf001
(% Lo)

31.11
29.00
39.00
17.80
19.80
43.75
27.82
20.00
31.02
37.09
13.17
12.00
37.77
28.44
33.00
34.50
43.00
16.00
20.86
45.45
27.63
27.06
19.05
21.60
24.89
32.75
34.66
25.00
17.00
25.77
36.00
42.66
21.60
25.33
20.51
23.99
27.37

Caf002
(% Lo)

8.00
14.66
19.54

9.11
10.44
23.00
13.26
10.52
22.44
27.27

7.76
10.11
24.44
20.00
12.00
23.60
27.04

8.34
14.43
29.09
2545
27.76
22.86
18.00
15.11
27.25
25.77
15.00

8.75
13.77
25.33
33.33
18.00
21.15
17.39
16.77
18.08

Caf(002/Caf001

25.72
50.55
50.10
51.18
52.73
52.57
47.66
52.60
72.34
73.52
58.92
84.25
64.71
70.32
36.36
68.41
62.88
52.13
69.18
64.00
92.11
102.61
120.00
83.33
60.71
83.21
74.35
60.00
51.47
53.43
70.36
78.13
83.33
83.50
84.79
69.90
66.06
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Notas:

L,: comprimento do midcito em repouso (em pm)

Caf001 (% L,): amplitude da contratura evocada por cafeina em Tyrode ONa'/0Ca*" apos estabilizagdo da célula em
regime estacionario, expressa como percentual do comprimento de repouso.

Caf001 (% L,): amplitude da contratura evocada por cafeina em Tyrode ONa“/0Ca”" apods pausa estimulatoria na

presenca de Tyrode 0Ca”", expressa como percentual do comprimento de repouso.
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